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La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo que afecta al 1-5% de las 

personas mayores de 60 años, con una mayor incidencia en hombres. La EP se caracteriza 

patológicamente por la degeneración y pérdida de neuronas dopaminérgicas de la substantia 

nigra (SN), produciendo alteraciones motoras. La característica neuropatológica de la EP consiste 

en la agregación de α-sinucleína (α-sin) en cuerpos de Lewy (CL) y neuritas de Lewy (NL). A pesar 

de que la α-sin desempeña funciones fisiológicas vitales, el mal plegamiento de la misma conduce 

a su agregación, contribuyendo a las sinucleinopatías, como es el caso de la EP.  

El estudio de esta enfermedad ha sido abordardo mediante la utilización de diversos modelos 

animales. Sin embargo, ninguno de ellos ha conseguido explicar completamente los cambios 

fisiopatológicos observados en los enfermos de Parkinson. Por lo tanto, se desconoce el 

mecanismo subyacente a la acumulación patológica de α-sin en el cerebro de estos pacientes. En 

este sentido, el empleo de vectores adenovirales para sobreexpresar esta proteína en ratas está 

emergiendo como un modelo cada vez más utilizado para reproducir la sintomatología de la EP. 

Asimismo, los tratamientos actuales para la EP carecen de eficacia a largo plazo, y no son 

capaces de reparar las áreas cerebrales dañadas. Por este motivo, las investigaciones actuales se 

centran en la búsqueda de estrategias neuroprotectoras para tratar de frenar el proceso 

neurodegenerativo. Una estrategia neuroprotectora y no invasiva es el entorno enriquecido (EE) 

que consiste en la combinación de estímulos somatosensoriales, motores y sociales, produciendo 

así una mejora de las funciones biológicas. Estudios previos han descrito que la exposición a EE 

induce mejoras relacionadas con la plasticidad neuronal y con los síntomas motores y cognitivos 

asociados a la EP.  

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, este estudio propone examinar los cambios 

morfológicos derivados de la sobreexpresión de α-sin y de la cría en EE en un modelo rata de EP. 

En primer lugar, con el fin de verificar la validez del modelo animal se indujo la sobreexpresión de 

α-sin mediante la inyección bilateral de un vector viral adenoasociado AAV9 en la SN. Se evaluó la 

idoneidad de este modelo animal analizando sus efectos a lo largo del tiempo. Se definieron tres 

intervalos temporales en función de la duración de la sobreexpresión de α-sin, con el propósito 

de describir el proceso patológico asociado a la expresión de esta proteína. Se examinaron los 

efectos de la expresión 1, 2 y 4 meses después de la inyección bilateral de 1 µl del vector viral 

rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-WPRE en la substantia nigra pars compacta (SNpc) de estos animales.  

Asimismo, para estudiar el efecto neuroprotector del EE en este modelo animal, los animales 

fueron criados en estas condiciones de estabulación durante un periodo de 2 meses 

postinyección, y fueron comparados con aquellos criados en condiciones estándar (CE).  
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Las alteraciones motoras se evaluaron mediante el test de campo abierto, y las alteraciones 

morfológicas y moleculares asociadas a la sobreexpresión de α-sin y la cría en EE se estudiaron 

mediante inmunohistoquimia, estereología y un análisis de la expresión de proteínas que 

permitiera dilucidar las vías moleculares involucradas en el proceso de degeneración y en la 

estrategia neurorrescatadora aplicada. 

Los resultados obtenidos revelaron que el modelo experimental de EP inducido por la 

sobreexpresión de α-sin mediante vectores adenovirales logró replicar la progresión de la EP a lo 

largo del tiempo. Este fenómeno se manifiestó tanto a nivel conductual como histológico, 

evidenciando un aumento progresivo en la sobreexpresión de α-sin y una disminución de células 

y fibras dopaminérgicas a lo largo de la vía nigroestriatal. Además, esta degeneración se 

correlacionó con la aparición de agregados axonales, que son indicadores de la degeneración de 

las mismas, semejantes a las observadas en las neuritas de Lewy (NL) de los pacientes con EP. 

La cría en EE durante los 2 meses posteriores a la inyección del virus promovió mejoras tanto 

funcionales como morfológicas. De hecho, se observó una reducción de la degeneración de la vía 

nigroestriatal, es decir, los animales criados en EE mostraron una menor pérdida neuronal y de 

fibras dopaminérgicas estriatales que aquellos criados en CE. Además, este entorno también 

desencadenó un incremento en la expresión del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), 

de su receptor tirosina quinasa B (TrKB), de la vía de señalización neuroprotectora aguas abajo 

(ERK). Por otro lado, la cría en EE resultó en una disminución de la reactividad glial, y una tendencia 

al aumento del factor neurotrófico derivado de la glia (GDNF) y una disminución en la expresión 

del factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf-2) y del factor nuclear kappa B (NF-

κB).  

En conclusión, nuestros hallazgos sugieren que la activación de mecanismos protectores y/o 

restauradores impulsados por el EE desencadenan una marcada reducción en la degeneración de 

las neuronas dopaminérgicas de la SNpc inducida por la sobreexpresión de α-sin. Asimismo, el EE 

produce una mayor preservación de las proyecciones nigroestriatales, y una disminución en la 

formación de agregados axonales, acompañados de un incremento en la expresión de factores 

neurotróficos. Además, induce una reducción de la neuroinflamación y actúa sobre el estrés 

oxidativo, dos características relevantes de la EP. Por lo tanto, estos resultados destacan la 

capacidad de la cría en EE para modular positivamente las alteraciones asociadas a la 

sobreexpresión de α-sin en este modelo experimental de la EP.
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1.1. Enfermedad de Parkinson  

 

La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo trastorno neurodegenerativo más común 

después de la enfermedad de Alzhéimer (Poewe et al., 2017), afectando aproximadamente a 10 

millones de personas a nivel mundial (Ou et al., 2021). James Parkinson, en su obra "An Essay on 

the Shaking Palsy" (Un Ensayo sobre la Parálisis Agitante), describió los síntomas motores de la 

enfermedad que posteriormente llevaría su nombre (Parkinson, 1817). Parkinson identificó 

síntomas como temblores en reposo, lentitud, postura encorvada y marcha arrastrada (Kempster 

et al., 2007). Además, hizo referencia a aspectos no motores como la perturbación del sueño y el 

estreñimiento. Curiosamente, en su descripción, no mencionó la demencia, ya que, en el siglo XIX, 

las personas con EP rara vez lograban alcanzar la edad suficiente para experimentar el declive 

cognitivo que ocurre alrededor de los 80 años en estos enfermos (Kempster et al., 2007). En la 

actualidad, la EP se describe como una enfermedad neurodegenerativa progresiva con disfunción 

motora, no motora y conductual. 

La EP está experimentando un aumento en su prevalencia, convirtiéndola en un grave 

problema de salud pública (Ou et al., 2021). Este incremento se asocia con el envejecimiento de 

la población (GBD 2016 Parkinson's Disease Collaborators, 2018), la predisposición genética 

(Wirdefeldt et al., 2011), así como el estilo de vida y la contaminación ambiental (Kasdagli et al., 

2019). Además, la mejora en los métodos de diagnóstico está contribuyendo a una mayor 

identificación de casos (Alcalay et al., 2020).  

La EP afecta al 0,1% de la población mundial. Las tasas de incidencia comienzan a aumentar a 

partir de los 50 años, alcanzando un valor del 0,5-1% en personas de entre 65-69 años (Nussbaum 

y Ellis, 2003; de Lau et al., 2004). El incremento es más notable después de los 75 años, con una 

prevalencia del 1-3% a los 80 años de edad (Nussbaum y Ellis, 2003; de Lau et al., 2004). Estas 

cifras resaltan la importancia de abordar, no sólo los aspectos médicos de la EP, sino también los 

factores sociales que contribuyen a su propagación. 

En los estudios sobre incidencia y mortalidad de la EP, se observa que los hombres son más 

propensos a desarrollar esta enfermedad, especialmente entre 60-79 años, donde la incidencia es 

casi el doble en comparación con las mujeres (Hirsch et al., 2016). Se sugiere que esta disparidad 

podría deberse a diferencias en la expresión génica entre los sexos (Loke et al., 2015). En las 

mujeres, se presume una mayor actividad de los estrógenos, lo que resulta en niveles más 

elevados de dopamina en el estriado. Este aumento de dopamina genera un efecto 
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neuroprotector en las etapas preclínicas, retrasando el inicio del proceso neurodegenerativo 

(Haaxma et al., 2007). 

 

1.1.1. Signos clínicos, síntomas y diagnóstico 

 

La sintomatología de esta enfermedad varía entre la etapa presintomática y la sintomática. 

Los síntomas de la etapa presintomática, es decir, aquellos que se manifiestan en las primeras 

fases, son la hiposmia, alteraciones en el sueño, especialmente trastorno del comportamiento del 

sueño con movimientos oculares rápidos (REM) e insomnio, estreñimiento y disfunción vagal 

entre otros (Angot y Brundin, 2009; Jellinger, 2011). Estas alteraciones están vinculadas con la 

degeneración de sistemas de neurotransmisores, como el serotoninérgico, adrenérgico y 

colinérgico, con la consiguiente pérdida celular en diversas áreas cerebrales (Schapira, 2009), 

como el locus coeruleus, el núcleo reticular gigantocelular y los núcleos del rafe caudales (Braak 

et al., 2003b).  

La etapa sintomática se manifiesta en fases más avanzadas de la enfermedad (Braak et al., 

2004), y se caracteriza principalmente por la presencia de bradicinesia, temblor en reposo y rigidez 

(Ou et al., 2021). Estos síntomas están relacionados con la principal característica fisiopatológica 

de la EP, es decir, con la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra (SN), lo que 

conlleva una desregulación de la actividad de los ganglios basales (Dauer y Przedborski, 2003).  

La ausencia de síntomas motores en la primera fase de la enfermedad puede atribuirse a 

procesos compensatorios derivados de la “reserva neuronal” o a mecanismos compensatorios 

activos, como el brote axonal colateral de las neuronas dopaminérgicas supervivientes (Arkadir et 

al., 2014). Asimismo, las alteraciones cognitivas se manifiestan principalmente en las etapas más 

avanzadas (Angot y Brundin, 2009).  

Por lo tanto, con la EP se vínculan tanto síntomas motores como no motores:  

 Síntomas no motores: aparecen, con frecuencia, años antes de que se manifiesten los 

síntomas motores, aunque su intensidad tiende a aumentar durante el desarrollo de la 

enfermedad. Incluyen disfunción del sistema nervioso autónomo (hipertensión ortostática y 

estreñimiento), pérdida del sentido del olfato, trastornos psiquiátricos y cognitivos, así como 

alteraciones relacionadas con el sueño como insomnio, somnolencia diurna y trastorno del 

comportamiento del sueño REM (Poewe, 2008; Postuma et al., 2015a). También se han 

documentado otros síntomas como sudoración, disfunción esfinteriana y eréctil e hipotensión 
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(Jankovic, 2008). Esta agrupación de síntomas, particularmente aquellos vinculados al 

deterioro cognitivo y la demencia, está asociada con una disminución en la calidad de vida de 

los pacientes, generando discapacidad progresiva, e incluso acortando su esperanza de vida 

(Poewe, 2008; Irwin et al., 2013). No obstante, existe una carencia de datos provenientes de 

ensayos clínicos controlados acerca de su tratamiento (Seppi et al., 2019). Es importante 

destacar que, en las etapas tempranas de la enfermedad, prevalece la afectación de áreas no 

nigrales (Braak et al., 2004, 2006). 

 

 Síntomas motores: se caracterizan principalmente por la presencia de temblores en reposo, 

bradicinesia, rigidez e inestabilidad postural (Jankovic, 2008). No obstante, existen variaciones 

significativas en la sintomatología entre distintos pacientes, y las diversas opciones 

terapéuticas pueden complicar su abordaje (Schrag y Quinn, 2000). Al igual que sucede con 

los síntomas no motores, la función motora y la discapacidad experimentan un deterioro 

progresivo con el tiempo (Alves et al., 2005), impactando negativamente en la calidad de vida 

de estos pacientes (Martínez-Martín et al., 2014; He et al., 2016).  

 

La naturaleza y la intensidad de los síntomas varían considerablemente según el tiempo 

transcurrido desde el inicio, la velocidad del deterioro funcional y el tratamiento farmacológico 

recibido por el paciente (Deumens et al., 2002). 

Como consecuencia de los síntomas clínicos previamente mencionados, la EP se presenta 

como una entidad clínico-patológica compleja. La EP puede clasificarse como idiopática o genética 

(Tysnes y Storstein, 2017). La EP idiopática abarca aproximadamente el 90% de los casos totales 

y se cree que es causada por el envejecimiento, así como por factores ambientales y 

predisposición genética. A pesar de que el envejecimiento es el principal factor de riesgo en la EP, 

diversos agentes ambientales, como la exposición a sustancias tóxicas (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina (MPTP), rotenona, paraquat) o el estilo de vida, se han vinculado con esta 

enfermedad (Ascherio y Scharzschild, 2016; Ball et al., 2019). 

La EP de origen genético constituye aproximadamente el 10% de los casos totales, y se 

caracteriza por un inicio temprano de la sintomatología (< 50 años) y un componente hereditario 

marcado. Se han identificado 23 loci y 19 genes causativos vinculados a la EP, como parkin y 

ubiquitina carboxi-terminal hidrolasa L1 (UCH-L1), que alteran la homeostasis proteica, quinasa 1 

inducida por fosfatasa y tensina homóloga PTEN (PINK-1) y quinasa 2 relacionada con leucina y 

rica en cisteína (LRRK2) que interfieren con la fosforilación, o proteína desglicasa DJ-1, que induce 
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estrés oxidativo (van Der Brug et al., 2015; Del Rey et al., 2018). Además, la EP se ha relacionado 

con alteraciones epigenéticas (metilación del ADN, modificación de histonas y microARNs) (Kim et 

al., 2007; Coupland et al., 2014; Park et al., 2016). Aunque su prevalencia es baja, las formas 

hereditarias de esta patología han contribuido significativamente a la comprensión de los 

mecanismos involucrados en ella, ya que los genes afectados en estas formas también se ven 

afectados en la EP idiopática (Nalls et al., 2014). 

En relación con el diagnóstico de la EP, no existe una prueba concluyente (Miller y 

O’Callaghan, 2015). Si bien, el examen físico, la identificación clínica de los síntomas motores y la 

respuesta positiva a tratamientos dopaminérgicos pueden contribuir a establecer este diagnóstico 

(Samii et al., 2004), es importante señalar que estos síntomas también pueden manifestarse en 

otros trastornos (Miller y O’Callaghan, 2015). En general, las irregularidades iniciales de la marcha 

(congelación), los hallazgos en el tracto piramidal, el temblor, la respuesta a la levodopa y la 

inestabilidad postural posibilitan la diferenciación de la EP de otros trastornos parkinsonianos 

(Jankovic, 2008), pero debido a esta complejidad diagnóstica, la confirmación definitiva de la EP 

se logra a través del análisis histopatológico obtenido tras la autopsia. 

 

1.1.2. Patogénesis de la enfermedad de Parkinson 

 

La EP se caracteriza por la degeneración de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra 

pars compacta (SNpc) presente en los cerebros de los pacientes afectados por esta enfermedad 

(Cookson, 2005; Davie, 2008). Este fenómeno se acompaña de la formación de Cuerpos de Lewy 

(CL) en la SN, en el tronco encefálico, y en las regiones rostrales del cerebro (Braak y Braak, 2000). 

El desarrollo de esta patología ha sido relacionado con una gran variedad de mecanismos 

patogénicos, como la disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo, las alteraciones en los sistemas 

autofágico y endo-lisosómico, la acumulación de proteínas anómalas o mal plegadas como la α-

sinucleína (α-sin), el desequilibrio de la homeostasis del calcio (Ca2+), y la disfunción del sistema 

ubiquitina-proteasoma (Helley et al., 2017; Zaichick et al., 2017; Franco-Iborra et al., 2018).  

Más concretamente, en el proceso neurodegenerativo de la EP, se ha establecido una 

conexión entre la agregación de α-sin, la disfunción mitocondrial y la degradación de los sistemas 

endo-lisosómico y proteasoma (Pozo Devoto y Falzone, 2017; Grassi et al., 2018; Vicario et al., 

2018). Sin embargo, el factor causal original sigue siendo desconocido. Por esta razón, es crucial 

comprender las conexiones y proyecciones del sistema dopaminérgico estriatal, así como la 

diversidad en las características celulares y moleculares del complejo caudado-putamen (CPC) y la 
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SN, con el objetivo de comprender la patogénesis y desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. 

En este contexto, lograr una comprensión global de todos los mecanismos patológicos 

relacionados con la EP es fundamental para desentrañar el factor causal de esta enfermedad 

(Obeso et al., 2010) (Fig. 1).  

 

Figura 1. Mecanismos moleculares involucrados en la enfermedad de Parkinson (Poewe et al., 2017). Diagrama 

esquemático que representa las interacciones entre las principales vías moleculares implicadas en la patogénesis de la 

enfermedad de Parkinson. 

 

Degeneración del sistema dopaminérgico nigroestriatal 

 

Uno de los principales rasgos patológicos de la EP es la degeneración selectiva de la vía 

dopaminérgica nigroestriatal (Fig. 2) (Greenamyre et al., 2003). En consecuencia, se observa una 

pérdida significativa de neuronas dopaminérgicas en la región mesencefálica, particularmente en 

la SN, cuyos axones proyectan al estriado como parte de la vía nigroestriatal (Lees et al., 2009; 

Hegarty et al., 2013). Esta degeneración neuronal resulta en una disminución de los niveles de 

dopamina en el estriado, dando lugar a las características motoras distintivas que constituyen la 

base del diagnóstico clínico (Jankovic, 2008). 

No obstante, como se ha mecionado anteriormente, la neurodegeneración asociada a la EP 

no se restringe exclusivamente a la vía nigroestriatal. Se han descrito cambios patológicos en 

diversas regiones, tanto del sistema nervioso central (SNC) como del periférico, desencadenando 

una degeneración multisistémica que afecta a una variedad de sistemas de neurotransmisores, 
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entre los que se encuentran el sistema noradrenérgico, serotoninérgico y colinérgico, además del 

dopaminérgico (Braak et al., 2003a; Schapira, 2009). Este deterioro en los sistemas neuronales 

cruciales tiene consecuencias significativas en aspectos que van más allá del ámbito motor, como 

la cognición y la depresión (Deumens et al., 2002). De manera complementaria, las disfunciones 

en los sistemas dopaminérgicos extranigrales (mesolímbico, mesocortical y talámico) podrían 

igualmente contribuir a la complejidad sintomatológica de la EP (Lim et al., 2009).  

 

Figura 2. Características distintivas de la enfermedad de Parkinson (EP) (Adaptado de Dovonou et al., 2023). Los 

síntomas motores predominantes de la EP surgen de la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNpc y la denervación 

de sus axones en los núcleos caudado y putamen, también conocidos como el estriado. 

 

Formación de cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy 

 

Otro de los marcadores patológicos distintivos de la EP es la presencia de CL y neuritas de 

Lewy (NL) (Riederer et al., 2019). Inicialmente fueron descritos por Friedrich Heinrich Lewy en 

1912, y su implicación en la patología fue detallada posteriormente por Tretiakoff en 1919 

(Spillantini et al., 1997; Spillantini y Goedert, 2018). Los CL y NL consisten en inclusiones 

eosinofílicas proteicas intraneuronales predominantemente compuestas por α-sin y ubiquitina en 

el cuerpo celular y las neuritas, respectivamente, mostrando unas dimensiones que varían entre 

8-30 µm de diámetro (Spillantini et al., 1997; Surmeier et al., 2017; Spillantini y Goedert, 2018).  
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Estas inclusiones pueden estar presentes en diversos lugares, como en los núcleos del tronco 

encefálico, la amígdala, los ganglios basales, las cortezas límbico-paralímbicas y neocorteza, así 

como en la médula. En el tronco encefálico, los CL predominan en la SN, los núcleos de los nervios 

vago y glosofaríngeo, los núcleos reticulares y el locus coeruleus. Por otra parte, los CL corticales 

se encuentran en las regiones límbicas y neocorticales, principalmente en las capas II, III, V y VI. 

Los depósitos límbicos suelen detectarse en la amígdala y las cortezas transentorrinales y 

cinguladas, mientras que la patología neocortical afecta principalmente a las cortezas temporales, 

frontales y parietales (McKeith et al., 2005). Esta diversidad de localizaciones para los CL podría 

ser la causa de la manifestación de múltiples síntomas no motores en la EP (Wakabayashi et al., 

2013). 

Hasta la fecha, no se ha logrado comprender completamente el proceso de formación de los 

CL, y se asume que dicho desarrollo puede requerir varios meses o incluso años, especialmente 

considerando que la EP tiene mayor probabilidad de manifestarse en personas mayores (Fares et 

al., 2021). 

 

Alfa-sinucleína, su fosforilación y la formación de agregados 

 

La proteína α-sinucleína (α-sin), codificada por el gen SNCA, se distribuye por diversas regiones 

cerebrales como la neocorteza, el hipocampo, la amígdala, el tálamo y el cerebelo (Choong y 

Mochizuki, 2022). Es una molécula de pequeño tamaño, con una longitud de 140 aminoácidos y 

que presenta tres dominios distintivos: un dominio N-terminal altamente conservado, capaz de 

formar estructuras de α-hélice anfipáticas que facilitan la interacción con lípidos (Pan et al., 2019); 

un dominio hidrófobo conocido como componente no amiloide (NAC), y un dominio C-terminal 

(Caughey y Lansbury, 2003). Adicionalmente, esta proteína exhibe una estructura terciaria 

predominantemente compuesta por α-hélices y tiende a formar tetrámeros (Caughey y Lansbury, 

2003).  

En conjunto con las proteínas β- y γ-sinucleína, la α-sin forma la familia de las sinucleínas, y es 

propensa a diversas modificaciones postraduccionales que alteran su estructura y afinidades de 

unión. La fosforilación de la α-sin es, probablemente, la modificación más estudiada, lo que 

conduce a la formación de oligómeros y fibrillas que pueden provocar neurotoxicidad (Fujiwara et 

al., 2002; Burré et al., 2018).  

En condiciones fisiológicas, la α-sin mantiene un equilibrio entre su forma soluble, que 

corresponde a un estado monomérico desplegado y ubicado en el citosol, y su forma insoluble, 
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que adopta un estado α-helicoidal que se une preferentemente a las membranas lipídicas. 

Especialmente, muestra afinidad por las balsas lipídicas ricas en ácidos grasos insaturados (Fortin 

et al., 2004). Aunque las funciones fisiológicas de la proteína α-sin no están completamente claras, 

se cree que participa en el funcionamiento del sistema ubiquitina-proteasoma (UPS), la 

transducción de señales, la regulación del estrés oxidativo, la función mitocondrial, la función 

sináptica y el reciclaje de vesículas (Bisaglia et al., 2009). Además, la elevada concentración de α-

sin en los terminales presinápticos sugiere una implicación crucial en el mantenimiento de la 

función presináptica, la liberación de dopamina y la capacidad de unirse a receptores de proteínas 

de fijación soluble del factor sensible a la N-etilmaleimida (SNARE), esencial para la fusión de 

vesículas con la membrana (Savolainen et al., 2015). Asimismo, se ha asociado con la liberación 

de neurotransmisores desde el terminal presináptico hacia la hendidura sináptica (Thayanidhi et 

al., 2010). Su capacidad para interactuar con lípidos y asociarse con vesículas sinápticas podría 

influir también en el tráfico intracelular de vesículas (Savolainen et al., 2015). Además, la α-sin 

tiene la capacidad de unirse a la tirosina hidroxilasa (TH), la enzima responsable de convertir la 

tirosina en levodopa, el precursor de la dopamina, y regular la actividad de esta enzima (Burré et 

al., 2018). 

La alteración en la estructura terciaria de la proteína α-sin, al pasar de una conformación rica 

en α-hélice a otra dominada por láminas-β, desencadena el proceso de formación de agregados 

insolubles (Caughey y Lansbury, 2003). Estas estructuras están asociadas con la agregación y 

formación de fibrillas de α-sin, que constituyen el componente principal de los CL y las NL (Burré 

et al., 2018) (Fig. 3). Estos agregados se acumulan, ejerciendo un efecto citotóxico en las neuronas, 

lo que conduce a su muerte y, en consecuencia, al inicio de los síntomas parkinsonianos (Burré et 

al., 2018). Este proceso marca el inicio de enfermedades conocidas como α-sinucleopatías entre 

las que destacan la EP, la demencia de CL, o la atrofia multisistémica (Savolainen et al., 2015).  

Por otro lado, las mutaciones en el gen SNCA se asocian con formas familiares de la EP, 

destacando así el papel crucial de la α-sin en el desarrollo de esta patología (Henrich et al., 2018). 

Todas las mutaciones conocidas, incluyendo A30P, E46K, H50Q, G15D y A53T, se encuentran en la 

región anfipática de la proteína, lo que indica la relevancia de su interacción con lípidos en la 

patogenia de la enfermedad (Pan et al., 2019). Además, se ha demostrado que las mutaciones en 

el gen SNCA pueden alterar la fosforilación de la α-sin (Guan et al., 2020).  
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Figura 3. Esquema de las conformaciones de α-sin asociadas con su función fisiológica y actividades patológicas (Burré 

et al., 2015). La α-sin soluble, de forma nativa, es no estructurada y monomérica. Después de unirse a membranas, 

como las vesículas sinápticas, experimenta un cambio conformacional y se pliega en una α-hélice anfipática, lo que se 

asocia con la multimerización y facilita su función de chaperona del complejo SNARE. En condiciones patológicas, la α-

sin soluble se organiza en oligómeros con estructura de lámina β (protofibrillas), las cuales evolucionan a fibrillas 

amiloides, que se depositan en los cuerpos de Lewy. Las protofibrillas y las fibrillas pueden propagarse de neurona a 

neurona en la EP y la demencia de cuerpos de Lewy. 

 

La fosforilación en la posición S129 destaca como la principal modificación postraduccional de 

la proteína α-sin, desempeñando un papel crítico en la regulación de su estructura, agregación y 

neurotoxicidad (Reimer et al., 2018). En el contexto de la EP, esta fosforilación surge como la 

modificación más predominante y se manifiesta en etapas tempranas (Sonustun et al., 2022). A 

pesar de la falta de consenso sobre las consecuencias precisas de esta modificación, diversos 

estudios señalan que la fosforilación en S129 impulsa la agregación de α-sin, respaldando así la 

idea de que esta modificación tiene un papel crucial en los eventos patológicos asociados con la 

EP (Gabrielyan et al., 2021; Awa et al., 2022). De hecho, mientras que en el cerebro de pacientes 

con EP, aproximadamente el 90% de la proteína α-sin se encuentra fosforilada en S129, en 

cerebros de individuos sanos, sólo el 4% o menos de esta proteína presenta una fosforilación en 

dicho residuo (Fujiwara et al., 2002; Anderson et al., 2006). La acumulación patogénica de α-sin 

insoluble fosforilada en la posición S129 se manifiesta principalmente en las etapas avanzadas de 

esta enfermedad neurodegenerativa (Beach et al., 2009; Walker et al., 2013). Por lo tanto, es un 

hecho constatado que la α-sin fosforilada (p-α-sin) está relacionada con la progresión patológica 

de la EP (Zhou et al., 2011). 

El mecanismo patogénico de la α-sin implica que la forma fosforilada en S129 activa la 

caspasa-3, desencadenando apoptosis celular, acumulación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y mayor permeabilización a vesículas lipídicas que la α-sin (Ma et al., 2016). Además, se han 

identificado depósitos de p-α-sin en las células de Schwann, lo que sugiere su participación en la 
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degeneración de la mielina y los axones en el sistema nervioso periférico (Sun et al., 2021a). 

Teniendo en cuenta que la fosforilación de la α-sin endógena comienza en la región presináptica 

y se propaga hacia los axones y cuerpos celulares, un objetivo terapeútico potencial sería la 

degradación o la captura de p-α-sin en las regiones presinápticas, antes de que ocurra la 

propagación (Awa et al., 2022). 

 

Disfunción mitocondrial y estrés oxidativo 

 

Las mitocondrias son orgánulos celulares especializados, que desempeñan un papel crucial en 

la generación de energía para la célula (Franco-Iborra et al., 2016), produciendo trifosfato de 

adenosina (ATP). Además de su función energética, estas estructuras participan activamente en 

diversos procesos celulares, incluyendo la regulación de las ROS, la apoptosis y el mantenimiento 

de la homeostasis del Ca2+ (Dias et al., 2013). En el marco de la EP, la disfunción mitocondrial 

emerge como un factor central en la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas, tanto de las 

formas familiares como esporádicas de la enfermedad (Zhu y Chu, 2010; Ryan et al., 2015). 

Concretamente, se ha observado una reducción generalizada en la actividad del complejo I de la 

cadena de transporte de electrones mitocondrial (CTEM) en diversos tejidos cerebrales, 

incluyendo la SN (Schapira et al., 1989), el estriado (Mizuno et al., 1989) y la corteza cerebral 

(Keeney et al., 2006; Parker et al., 2008) de pacientes con EP idiopática. Asimismo, se han 

observado defectos mitocondriales en las células que sobreexpresan el gen de la α-sin (Parihar et 

al., 2009; Reeve et al., 2015) en los cerebros de pacientes con EP. Este daño, atribuible a radicales 

libres, como ROS y peroxinitrito, respalda la noción de que el estrés oxidativo actúa como 

mecanismo subyacente común que conduce no sólo a la disfunción, sino también, en última 

instancia, a la muerte celular (Zhu y Chu, 2010; Brieger et al., 2012) (Fig. 1). De esta forma, 

contribuye a la manifestación de síntomas vinculados al proceso neurodegenerativo de la EP 

(Schapira et al., 2014).  

Por otro lado, el hallazgo de genes vinculados a formas familiares de la EP, tales como α-

sinucleína, parkina, DJ-1, PINK-1 y LRRK2, respalda la conexión entre la disfunción mitocondrial, el 

estrés oxidativo y el consecuente deterioro de las neuronas dopaminérgicas (Fig. 1). Se ha 

observado que las mutaciones presentes en estos genes impactan tanto en la integridad, como en 

la función mitocondrial, generando incrementos notables en los niveles de estrés oxidativo (Zuo 

y Motherwell, 2013). 
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A pesar de que el complejo I mitocondrial es el objetivo principal y más estudiado en relación 

a la toxicidad producida por los acúmulos de α-sin, otros complejos de la CTEM también pueden 

estar afectados. Se ha documentado que la α-sin podría causar disfunción mitocondrial mediante 

la interacción con el citocromo c oxidasa (Complejo IV) (Danyu et al., 2019). Además, se ha descrito 

la interacción, tanto de la forma monomérica como oligomérica de la α-sin, con la ATP sintasa 

mitocondrial (Complejo V) (Ludtmann et al., 2018). Este amplio espectro de interacciones subraya 

la complejidad de los efectos de la α-sin sobre la maquinaria mitocondrial, y sugiere que múltiples 

componentes de la CTEM pueden contribuir a la disfunción mitocondrial asociada a la EP. 

En conclusión, el daño oxidativo causado por la deficiencia inducida por la α-sin en los 

complejos de la CTEM, podría ser una característica central en la patogénesis de la EP. Este 

fenómeno daría lugar al aumento de los niveles de ROS intracelulares y a defectos bioenergéticos 

que se observan con frecuencia en las formas esporádicas y familiares de la EP (Sohrabi et al., 

2023). 

 

Neuroinflamación 

 

Otra característica de la EP es la conexión entre la neuroinflamación y el proceso patológico, 

evidenciando niveles elevados de citoquinas proinflamatorias en sangre, líquido cefalorraquídeo 

y en el tejido cerebral de pacientes con EP (Nagatsu et al., 2000). La microglía y los astrocitos 

desempeñan un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis del microentorno cerebral 

(Joe et al., 2018), relacionándolos directamente con el transcurso de esta patología. Los estudios 

post mortem revelan alteraciones como astrocitosis, microgliosis e incluso infiltración linfocítica 

en la SN de estos pacientes (Przedborski, 2007; Hirsch y Hunot, 2009). 

La activación de la microglía ha surgido como un aspecto central en la regulación de la 

neuroinflamación en la EP (Block et al., 2007). Estas células, consideradas fagocitos residentes del 

cerebro, desempeñan funciones esenciales en la fisiología normal del SNC, incluyendo la 

supervisión de las sinapsis, la poda sináptica durante el desarrollo y la formación de nuevas 

neuronas en el cerebro adulto (Wake y Fields 2011). Sin embargo, la activación excesiva y 

prolongada de la microglía, junto con la inflamación resultante, ejerce una acción citotóxica, 

causando daño celular y tisular significativo, lo que promueve la progresión de la EP (Joers et al., 

2017). Concretamente, se ha observado una proliferación temprana de microglía en diversos 

modelos animales (Gerhard et al., 2006), además de un aumento en la expresión de moléculas 

proinflamatorias antes de la pérdida de neuronas en la SN, lo que sugiere la participación de la 
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microglía en la iniciación de la pérdida de tejido en la EP (Rodriguez-Pallares et al., 2007; Su et al., 

2009).  

La degeneración dopaminérgica en esta patología está vinculada con la sobreproducción de 

citoquinas citotóxicas (Brodacki et al., 2008) liberadas por la microglía activada, como el factor de 

necrosis tumoral-α (TNF-α), la interleucina (IL)-1β y la IL-6 (Qin et al., 2016; Williams-Gray et al., 

2016; Liu et al., 2022). Estas citoquinas se asocian con neuronas dañadas, generando ROS y 

desencadenando neurotoxicidad (Ceulemans et al., 2010; Dumont y Beal, 2011). En este sentido, 

la interacción de la microglía con diversas proteínas, como la α-sin agregada o mal plegada 

liberada por las neuronas (Kim et al., 2013), constituye un aspecto crucial en la regulación de la 

respuesta inflamatoria. La acción de la α-sin oligomérica sobre el receptor tipo Toll 2 (TLR2) 

desencadena la activación de la vía del factor nuclear kappa B (NF-κB) (Dutta et al., 2021). En esta 

vía, este factor nuclear, que normalmente se encuentra unido al inhibidor de kappa B (IκB) en el 

citoplasma, experimenta una separación de IκB y una translocación al núcleo. Esta acción impulsa 

la transcripción de genes diana, que codifican para la IL-6, ciclooxigenasa-2 (COX2) y TNF-α (Kouli 

et al., 2019; Dolatshahi et al., 2021). 

Los astrocitos por su lado, desempeñan un efecto protector sobre las neuronas a través de su 

actividad antioxidante (Takahashi, 2021), aunque también pueden adoptar un papel perjudicial 

(Wang y Ye, 2021). La astrogliosis reactiva se considera uno de los marcadores más fiables y 

sensibles de tejido enfermo de pacientes con EP que protege a las células del SNC a través de 

varios mecanismos, incluida la liberación de factores protectores (Sofroniew y Vinters, 2010). En 

el tejido cerebral humano, los astrocitos protoplasmáticos son los que concentran la mayoría de 

los productos génicos recesivos relacionados con la EP (PINK-1, parkin y DJ-1) (Ledesma et al., 

2002; Gandhi et al., 2006) y generalmente aumentan su producción en asociación con la 

astrogliosis en estados patológicos (Mullett et al., 2009).  

La disminución en la regulación de los factores neuroprotectores astrocíticos, como factores 

de crecimiento y glutatión contribuyen a una mayor vulnerabilidad frente a la EP (Mena y García 

de Yébenes, 2008; Sofroniew y Vinters, 2010). Otra evidencia de la participación temprana de los 

astrocitos en la enfermedad es que muchas de las proteínas, incluidas las que se concentran en 

los astrocitos, se encuentran en los núcleos (no en la periferia) de los CL (Chan et al., 2007; 

Durrenberger et al., 2009). 

Los patrones moleculares asociados al daño (DAMPs) son productos liberados desde neuronas 

dañadas, como fragmentos y organelas mitocondriales, y actúan como estímulos de ligandos que 

inducen daño en los astrocitos (Iizumi et al., 2016). En este contexto, la α-sin, un marcador 
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específico de la EP, ha sido identificada como uno de los DAMPs conocidos (Cardinale et al., 2021). 

En relación con la detección y respuesta a estos DAMPs, el receptor tipo Toll 4 (TLR4), expresado 

ampliamente en diversas células del sistema nervioso de mamíferos, incluyendo neuronas, 

astrocitos y microglía, actúa como un receptor de superficie celular para estos patrones (Iizumi et 

al., 2016; Kam et al., 2020). Paralelamente, se ha observado un aumento en el nivel de ARNm del 

gen hemo oxigenasa 1 (HO-1), un indicador de la activación del sistema proteína 1 asociada a ECH 

similar a Kelch (Keap1) / factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf-2). Estos 

hallazgos sugieren la participación del sistema Keap1/Nrf-2 en la expresión de la actividad 

antioxidante inducida por TLR4 en los astrocitos (Iizumi et al., 2016; Takahashi, 2021). 

 

1.1.3. Etiología de la enfermedad de Parkinson 

 

A pesar de que aún no se comprende la causa exacta de la EP, es probable que esta condición 

sea el resultado de diversos elementos, entre los que se incluyen la predisposición genética, el 

proceso fisiológico del envejecimiento, y la exposición a factores ambientales (Fig. 4). 

 

 Factores genéticos 

 

Los factores genéticos desempeñan una influencia sustancial en la diversidad fenotípica de la 

EP, siendo responsables de las formas familiares de la enfermedad y con estimaciones actuales de 

heredabilidad próximas al 60% (Lill et al., 2015). Las mutaciones que afectan al gen de la α-sin, 

SNCA, están asociadas con familias que presentan una EP autosómica dominante (Polymeropoulos 

et al., 1997) y han consolidado la evidencia que sugiere que niveles elevados de α -sin contribuyen 

a la patogénesis de la EP (Singleton et al., 2003). 

Además, se han identificado otros genes relacionados con formas familiares de la EP. Las 

mutaciones en el gen parkin desencadenan la EP autosómica recesiva de inicio temprano (Kitada 

et al., 1998), y al estar vinculada con la degradación preferencial de mitocondrias disfuncionales, 

resulta en la acumulación de estos orgánulos. Asimismo, este gen regula de manera indirecta los 

niveles del coactivador del receptor gamma 1α activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-

1α) (Shin et al., 2011). Es importante resaltar que los niveles bajos de PGC-1α también se han 

observado en la EP esporádica (Zheng et al., 2010), lo que sugiere que estos hallazgos tienen 

relevancia más allá de las formas genéticas de la EP. 
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Figura 4. Fisiopatología de la enfermad de Parkinson (Al-Kuraishy et al., 2023). El envejecimiento, las mutaciones 

genéticas y los factores ambientales promueven la formación de agregados de α-sin, con la subsiguiente formación de 

CL que conduce a la inflamación, disfunción mitocondrial y generación de ROS. Estas alteraciones provocan estrés 

oxidativo y lesiones en el ADN, provocando alteración del metabolismo de la dopamina y disfunción axonal con 

inducción de apoptosis de las neuronas dopaminérgicas. 

 

La mutación en el gen PARK7 también contribuye al desarrollo de la EP autosómica de inicio 

temprano (Bonifati et al., 2003). La proteína deglicasa (DJ-1), codificada por este gen, tiene efectos 

antioxidantes a través de diversos mecanismos, entre los que se encuentra la regulación de Nrf-

2, un factor de transcripción que controla diversas defensas antioxidantes y la estimulación de la 

síntesis de glutatión (Raninga et al., 2017). Se ha sugerido la posibilidad de que las alteraciones en 

los genes PARK7, LRRK2 y PINK1, todos presentes en las membranas mitocondriales, están 

asociadas con la producción de ROS debido a un mantenimiento defectuoso del potencial de 

membrana mitocondrial (Knott et al., 2008; Wang et al., 2011). 

Como se ha mencionado con anterioridad, los pacientes portadores de estas mutaciones 

genéticas constituyen un porcentaje que oscila entre el 5% y el 15% de todos los casos de EP, 

siendo mayor el porcentaje de los casos clasificados como EP idiopática o esporádica, donde las 

causas subyacentes son en su mayoría desconocidas. 

 

Envejecimiento  

 

La relación entre el envejecimiento y EP está sólidamente fundamentada, considerándose el 

envejecimiento como un factor de riesgo principal para el desarrollo de la EP (Bennett et al., 1996). 

El hecho de que los procesos implicados en la etiología de la EP también guarden relación con el 

proceso de envejecimiento (Rodríguez et al., 2015), refuerza la idea de la existencia de vías 
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biológicas compartidas entre ambos fenómenos. En este contexto, los cambios asociados con la 

edad podrían desencadenar la neurodegeneración dopaminérgica característica de la EP (Collier 

et al., 2017). 

El envejecimiento involucra la desregulación de diversas vías biológicas, tales como la 

autofagia, el estrés oxidativo, la neuroinflamación y la disfunción mitocondrial, muchas de las 

cuales desempeñan funciones relevantes en condiciones neurodegenerativas (Vanni et al., 2020). 

La incidencia de la EP alcanza su punto álgido entre los 70 y 79 años, tanto en hombres como en 

mujeres, registrándose una disminución en los mayores de 80 años, posiblemente debido a la 

competencia entre mortalidad e incidencia de EP (Chu et al., 2002). Entre los 50 y 90 años, se 

estima una pérdida de peso cerebral del 2-3% por década, acompañada de una reducción en el 

volumen de la SN (Chu et al., 2002). La neurodegeneración en la EP se caracteriza por una pérdida 

más pronunciada de neuronas en la SN ventral en comparación con la SN dorsal, con una 

preservación relativa del área tegmental ventral (VTA) adyacente (Pang et al., 2019). 

Las neuronas dopaminérgicas han demostrado ser especialmente propensas a la 

degeneración en la EP (Kanaan et al., 2007), creando un estado preparkinsoniano que aumenta la 

vulnerabilidad a la degeneración neuronal (Pang et al., 2019). Además, se ha identificado un 

incremento en la α-sin intracelular en las neuronas de la SN relacionado con el envejecimiento, 

fenómeno que se vincula con una disminución de la enzima TH nigral asociada a la edad. Estos 

hallazgos respaldan la idea de que el envejecimiento representa un estado subumbral 

preparkinsoniano (Chu y Kordower, 2007).  

A pesar de que el envejecimiento puede ser un factor único en la EP esporádica, dada la 

correlación positiva entre la prevalencia e incidencia de la enfermedad con la edad (Tanner, 2003), 

no se puede considerar que el envejecimiento sea el factor determinante en la neurodegeneración 

de la vía dopaminérgica nigroestriatal. 

 

Factores ambientales  

 

Diversos estudios, tanto epidemiológicos como llevados a cabo en animales, han vinculado 

algunos pesticidas con el desarrollo de la EP. Por ejemplo, la exposición al paraquat se ha asociado 

con un aumento del 150% en el riesgo de desarrollar EP (Tanner et al., 2011). De manera similar, 

se ha demostrado que la rotenona incrementa 2,5 veces la probabilidad de desarrollar EP (Tanner 

et al., 2011). Además de estos pesticidas, se ha asociado la presencia de otros compuestos tóxicos 



1. Introducción   

16 
 

con la aparición de la EP, como el MPTP, un contaminante presente en la heroína sintética 

(Langston et al., 1983; Langston, 2017). 

Asimismo, Betarbet et al. (2000) describieron que la exposición prolongada a pesticidas puede 

reproducir las características neuroquímicas, anatómicas, neuropatológicas y conductuales de la 

EP. En consecuencia, la exposición a estas sustancias podría elevar el riesgo de desarrollar EP 

(Ascherio y Schwarzschild, 2016; Bellou et al., 2016). A pesar de estas evidencias, hasta el 

momento no se ha identificado un agente específico como causa principal de la EP, pero existen 

pruebas sustanciales que sugieren la participación de los factores ambientales en esta patología 

(Ascherio y Schwarzschild, 2016). 

 

1.1.4. Tratamiento de la enfermedad de Parkinson 

 

A pesar de los avances que se han dado en los conocimientos relacionados con la 

fisiopatología del Parkinson, en la actualidad no existen terapias que hayan logrado incidir en la 

progresión de la enfermedad (Ou et al., 2021). No obstante, se han desarrollado diversas 

estrategias para abordar los síntomas clínicos de la EP (Fahn, 2008). 

El tiempo que transcurre desde el inicio de la degeneración de la SN hasta el inicio de la 

sintomatología de la EP no se conoce con exactitud, pero estudios clínicos sugieren que este lapso 

de tiempo podría abarcar entre 6-8 años, y en pacientes con formas genéticas de la EP este 

periodo podría incluso incrementarse (Schapira y Obeso, 2006). Los síntomas motores, distintivos 

de la enfermedad, se manifiestan cuando la degeneración y pérdida de las neuronas 

dopaminérgicas alcanza al menos el 30%, aunque algunas estimaciones elevan esta cifra hasta el 

60% (Kordower et al., 2013; von Linstow et al., 2020). Por lo tanto, el extenso periodo transcurrido 

entre el inicio de la pérdida de neuronas dopaminérgicas nigrales y la aparición de los síntomas, 

subraya la necesidad de iniciar el tratamiento sintomático de la EP de manera temprana. De 

hecho, tras el diagnóstico inicial, la neurodegeneración progresa rápidamente, resultando en la 

pérdida de la mayoría de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc en un plazo de 4 a 5 años 

(Kordower et al., 2013).  

Desde la década de 1960, la terapia de reemplazo de dopamina, centrada en la administración 

de L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-Dopa), ha sido la estrategia terapeútica principal frente a la EP 

(Salat y Tolosa, 2013; LeWitt y Fahn, 2016). La L-Dopa es un precursor biosintético de dopamina, 

permeable a la barrera hematoencefálica, que contrarresta la disminución de este 

neurotransmisor y la función del mismo, al convertirse en dopamina a través de la dopa 
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descarboxilasa (Fig. 5). Aunque la L-Dopa mitiga los síntomas motores, su eficacia disminuye con 

el tiempo y provoca complicaciones, como fluctuaciones motoras y discinesias (Espay et al., 2018). 

Además, este fármaco no altera el curso neurodegenerativo ni protege a las neuronas 

dopaminérgicas que sobreviven (Wijeyekoon y Barker, 2009).  

Por otro lado, en ciertos casos se requieren métodos invasivos para administrar terapias 

dopaminérgicas más continuas, como las bombas de apomorfina y DuiDopa®, así como 

intervenciones neuroquirúrgicas, como la estimulación cerebral, en caso de complicaciones, 

intolerancia o efectos secundarios a la medicación (Wijeyekoon y Barker, 2009). 

Frente a este escenario, se investigan alternativas más sofisticadas, como agentes 

antiapoptóticos, y neuroprotectores, antioxidantes y terapias celulares, con la esperanza de poner 

freno a la neurodegeneración asociada a la EP (Herrán et al., 2013). 

 

Tratamiento farmacológico 

 

La L-Dopa se mantiene como la terapia más efectiva contra la EP (Lin et al., 2015), 

consolidándose como la referencia principal para el abordaje de esta enfermedad durante más de 

cinco décadas. Como precursora de la dopamina (Fig. 5), la L-Dopa se transforma en dopamina y 

atraviesa la barrera hematoencefálica mediante un transportador de aminoácidos (Kageyama et 

al., 2000). Dado que la dopamina es el neurotransmisor deficitario en la EP y es esencial para el 

funcionamiento de las vías motoras (Lin et al., 2015), la terapia con L-Dopa se emplea 

extensamente para elevar las concentraciones de dopamina y tratar los síntomas vinculados a la 

enfermedad. 

La L-Dopa alivia la bradicinesia, el aumento del tono muscular y el temblor, sin embargo, no 

aborda los síntomas no motores asociados (Mercuri y Bernardi, 2005). En combinación con la L-

Dopa, se emplean agonistas de la dopamina, inhibidores de catecol-O-metiltransferasa (COMT) y 

la enzima monoaminooxidasa B (MAO-B) como terapias adicionales (Schapira, 2009; Tarazi et al., 

2014). A medida que la enfermedad avanza, la pérdida gradual de neuronas dopaminérgicas y la 

corta vida media de la L-Dopa crean un margen terapéutico reducido, resultando en fluctuaciones 

motoras como los fenómenos de encendido y apagado (Obeso et al., 2010; Postuma et al., 2015b), 

que consisten en la reaparición de síntomas motores y no motores durante el intervalo sin L-Dopa. 

Además, surgen discinesias y síntomas no motores, como alteraciones conductuales, lo que 

disminuye significativamente la calidad de vida de los pacientes (Obeso et al., 2010; Postuma et 

al., 2015b; Ouma et al., 2017). 
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Figura 5. Transformación de la L-Dopa en dopamina. Para convertir la L-DOPA en dopamina es necesaria la acción de 

la DOPA decarboxilasa. 

 

 Tratamiento quirúrgico  

 

La EP puede abordarse de manera efectiva mediante intervenciones quirúrgicas, que incluyen 

tanto lesiones quirúrgicas como la aplicación de estimulación cerebral profunda (Deep Brain 

Stimulation, DBS). Estos procedimientos han demostrado mejoras significativas en la eficacia de 

la medicación, reduciendo el "tiempo de encendido" y mitigando la discinesia en comparación con 

las estrategias médicas convencionales (Vitek et al., 2003; Weaver et al., 2009). La cirugía se 

recomienda principalmente en etapas de moderadas a avanzadas de la enfermedad, 

especialmente cuando los síntomas muestran sensibilidad a la L-Dopa y hay presencia de 

fluctuaciones motoras y/o discinesia (Lang et al., 2006). 

La estimulación cerebral profunda emerge como la modalidad de tratamiento más destacada 

y ampliamente aceptada. Sus ventajas incluyen una reducida morbilidad-mortalidad, 

reversibilidad, la capacidad de ajustar parámetros de manera personalizada para cada paciente y 

la opción de retirada en casos de complicaciones como trastornos del control de impulsos o 

psicosis (Starr et al., 1998; Benabid et al., 2003; Nilsson et al., 2005). La neuroestimulación del 

núcleo subtalámico (STN) se ha asociado con una disminución en la necesidad de L-Dopa en etapas 

avanzadas de la EP (Deuschl et al., 2006). En contraste, la estimulación del globo pálido interno 

(GPi) ha demostrado ser eficaz en la reducción de la discinesia (Krause et al., 2001; Zhang et al., 

2021) y los síntomas psiquiátricos (Bang Henriksen et al., 2016). 

A pesar de estos beneficios, se han identificado síntomas que muestran resistencia a la 

estimulación, incluyendo trastornos de la marcha con inestabilidad postural, congelación 

insensible a la medicación, trastornos del habla, así como disfunción psiquiátrica y cognitiva. Estos 

síntomas no experimentan mejoría, e incluso pueden empeorar después de la DBS (Martinez-

Ramirez y Okun, 2013). 
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Además de los retos clínicos inherentes, la intervención quirúrgica en sí conlleva 

complicaciones que incluyen la propensión a infecciones, la vulnerabilidad del sistema de 

electrodos, la complejidad en el ajuste de parámetros, la obligación de sustituir baterías tras un 

periodo determinado, y un alto coste económico (Doshi et al., 2002; Oh y Chase, 2002).  

 

1.2. Base anatómica de la enfermedad de Parkinson: ganglios basales  

 

Los ganglios basales conforman una red altamente organizada de núcleos subcorticales 

esenciales para una amplia gama de funciones, entre las que destacan el control del movimiento, 

el aprendizaje, la cognición y la motivación (Pennartz et al., 2009). Estas estructuras, 

interconectadas con la corteza cerebral y el tálamo, constituyen circuitos córtico-basales 

diseñados para integrar información multimodal y ajustar con precisión la respuesta conductual. 

Su participación activa se extiende a funciones vinculadas con el control motor, el 

comportamiento, las funciones ejecutivas, el aprendizaje motor y las emociones (Lanciego et al., 

2012). Cualquier alteración en esta compleja red puede desencadenar diversas patologías 

comportamentales, como la esquizofrenia, la adicción a drogas o la EP (Tremblay et al., 2015). 

Los componentes de los ganglios basales incluyen el complejo estriado, formado por los 

núcleos caudado y putamen, el segmento externo (GPe) e interno (GPi) del globo pálido (en ratas 

se conoce como núcleo entopeduncular), la SNpc, la substantia nigra pars reticulata (SNpr) y el 

STN (Fig. 6).  

Estas formaciones, constituidas por los ganglios basales y sus núcleos asociados, es decir, el 

caudado, putamen, el GPi, el GPe, la SNpc, la SNpr, el SNT y el núcleo accumbens (Acb) se clasifican 

en núcleos de entrada, de salida e intrínsecos (Lanciego et al., 2012). 

 Núcleos de entrada, tales como el estriado y el Acb, captan señales procedentes de diversas 

áreas cerebrales, especialmente la corteza, el tálamo y la SN, para luego transmitirlas al 

sistema de los ganglios basales. 

 Núcleos de salida, como el GPi y la SNpr, remiten la información procesada en los ganglios 

basales hacia otras regiones cerebrales, principalmente a través del tálamo. Estos núcleos 

desempeñan un papel crucial en la planificación del movimiento. 

 Núcleos intrínsecos, como el STN, el GPe y la SNpc, participan en la transmisión de 

información entre los núcleos de entrada y salida, contribuyendo así a la integración y 

procesamiento de la información en el sistema de los ganglios basales. 
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Estos núcleos interconectados llevan a cabo el procesamiento e integración de señales 

provenientes de áreas motoras, límbicas, sensoriales y asociativas de la corteza cerebral, para 

enviar la información procesada de nuevo a la misma región cortical. Así, en los ganglios basales 

se han descrito las siguientes vías de información (Fig. 6): 

 Vía hiperdirecta: Establece una conexión entre la corteza y los núcleos de salida a través del 

STN, actuando como un centro dinámico para la ejecución de movimientos voluntarios de las 

extremidades (Gerfen, 2000). 

 Vía directa: Establece una conexión directa entre el estriado y los núcleos de salida de los 

ganglios basales, inhibiéndolos. 

 Vía indirecta: Conecta el estriado y los núcleos de salida a través del GPe y el STN, eliminando 

la inhibición en el trayecto hacia el SNr/GPi. 

 

 

Figura 6. La organización de los ganglios basales (Grillner et al., 2020).  El estriado está compuesto por neuronas que 

utilizan como neurotransmisor el ácido gamma-aminobutírico (GABAérgicas), al igual que el GPe, el GPi y la SNpr. La 

SNpr y el GPi representan el nivel de salida de los ganglios basales y proyectan a través de diferentes subpoblaciones 

de neuronas hacia el colículo superior (SC), las regiones locomotoras mesencefálicas (MLR) y diencefálicas (DLR), y otros 

centros motores del tronco encefálico, así como de vuelta al tálamo con copias de la información enviada al tronco 

encefálico. Las dSPN que se dirigen a SNpr/GPi expresan el receptor D1, mientras que las iSPN expresan el receptor D2. 

El circuito indirecto está representado por el GPe, el STN y el nivel de salida (SNpr/GPi), siendo el efecto neto un 

aumento de la actividad en estos núcleos. También se indica la entrada de dopamina desde la SNpc (verde) al estriado 

y los centros del tronco encefálico. Las neuronas glutamatérgicas excitatorias se muestran en color rosa y las estructuras 

GABAérgicas en color azul.  
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Para que los ganglios basales funcionen de manera adecuada, la liberación de dopamina por 

parte de las neuronas nigroestriatales en los núcleos de entrada es crucial. La dopamina ejerce su 

influencia a través de dos tipos de receptores: D1 y D2. Las neuronas de proyección directa, 

conocidas como dSPNs, expresan receptores D1, los cuales aumentan su excitabilidad en 

respuesta a dopamina, facilitando así la transmisión a lo largo de la vía directa. Esta acción resulta 

en la inhibición de la salida del GPi, reduciendo la inhibición del tálamo y facilitando los 

movimientos. En contraste, las neuronas de proyección de la vía indirecta, iSPNs, expresan 

receptores D2, disminuyendo su excitabilidad cuando son activados por la dopamina, lo que 

resulta en la inhibición de la transmisión en la vía indirecta, y, por consiguiente, en la inhibición 

de los movimientos (Gerfen y Surmeier, 2011; Märtin et al., 2019; Stanley et al., 2020). Ambas vías 

reciben inervación de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Meredith y Kang, 2006). 

En el contexto de la EP, se observa una degeneración de las neuronas dopaminérgicas en la 

SNpc, lo que desencadena cambios funcionales que afectan a toda la red de ganglios basales 

(Blandini et al., 2000). 

 

1.2.1. Circuito motor de los ganglios basales en condiciones fisiológicas 

 

El complejo motor de los ganglios basales, especialmente el estriado, establece vínculos 

cruciales con la corteza cerebral. A través del tálamo, la información procesada en los ganglios 

basales retorna a la corteza cerebral (Alexander y Crutcher, 1990). Las conexiones intrínsecas de 

los ganglios basales, en su mayoría, son inhibitorias y GABAérgicas; sin embargo, destaca la 

proyección excitatoria glutamatérgica que se origina en el STN, marcando una excepción en este 

entramado neural (Smith et al., 1998). 

Este circuito puede dividirse en tres componentes claramente diferenciados: 

 Proyecciones aferentes al estriado: Las aferencias provienen principalmente de proyecciones 

glutamatérgicas corticales y proyecciones dopaminérgicas de la SNpc. 

 Proyecciones eferentes desde el estriado: Las eferencias del estriado se clasifican en dos vías. 

La vía directa se inicia en las neuronas GABAérgicas estriatales que expresan dinorfina 

(sustancia P) y ARNm del receptor D1. Estas neuronas proyectan al GPi y la SNpr. En cambio, 

la vía indirecta se origina en las neuronas GABAérgicas estriatales que expresan encefalina y 

ARNm del receptor D2. Estas neuronas dirigen sus proyecciones al GPe, y posteriormente, 

alcanzan el STN y, a partir de allí, llega al GPi y a la SNpr. 
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 Proyecciones eferentes desde los ganglios basales: los núcleos de salida, el GPi y la SNpr, se 

dirigen predominantemente hacia el tálamo, y en menor proporción, hacia el núcleo 

pedúnculo-pontino y el colículo superior (Young y Penney, 1984). 

 

 

Figura 7. Representación gráfica del circuito motor de los ganglios basales en condiciones normales y en la EP (Dos 

Santos Heringer et al., 2022).  En el cerebro sano, las entradas corticales activan tanto a las neuronas GABAérgicas (azul) 

como a las glutamatérgicas (marrón) en el estriado (STR) y el núcleo subtalámico (STN), respectivamente. La información 

de las eferencias corticales a la SNr/GPi puede transmitirse a través de 3 vías diferentes: directa (d), indirecta (i) e 

hiperdirecta (h). Posteriormente, la SNr/GPi regula las respuestas de las áreas de control motor aguas abajo. Las 

proyecciones dopaminérgicas (verde) desde la SNc regulan la actividad celular a través de receptores de dopamina 

distintos (DA Rs). En la EP, tras la degeneración de las neuronas dopaminérgicas, hay un desequilibrio debido a la 

hiperactividad de la vía indirecta y la hipoactividad de la vía directa, lo que conduce a la desinhibición tanto del STN 

como del GPi/SNr (rojo) y resulta en una inhibición mejorada de las regiones motoras aguas abajo. 

 

1.2.2. Circuito motor de los ganglios basales en la enfermedad de Parkinson 

 

La EP se caracteriza principalmente por los síntomas motores resultantes de la degeneración 

progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, que inervan la parte somatomotora de los 

ganglios basales, concretamente el núcleo putamen, una región clave en el control del 

movimiento (Redgrave et al., 2010; Hernandez et al., 2019). En condiciones patológicas se produce 
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una disminución de la entrada dopaminérgica desde la SNpc al estriado. Como consecuencia, las 

dSPNs carecen del respaldo de la activación dopaminérgica en los receptores D1, lo que resulta 

en una reducción de su excitabilidad y, por ende, en una disminución de la señal en la vía directa. 

Esto se traduce en una disminución de la inhibición sobre la SNpr y GPi, dificultando así su 

activación por parte de la corteza cerebral y el tálamo para iniciar movimientos. La reducción de 

la actividad en la vía directa conlleva a una disminución de la desinhibición del tálamo, generando 

alteraciones en funciones motoras y cognitivas (Zinger et al., 2011). 

En contraste, las iSPNs experimentan una menor inhibición a través de los receptores D2, lo 

que facilita su activación desde la corteza cerebral, resultando en un aumento de la señal en la vía 

indirecta. Este incremento de señal genera una excitación adicional en la SNpr/GPi (Fig. 7) (Parker 

et al., 2018). Este proceso desencadena un incremento en la inhibición del tálamo, disminuyendo 

así la entrada glutamatérgica en la corteza motora. Como resultado, se observa una disminución 

del movimiento y un aumento del tono muscular, rigidez y bradicinesia en pacientes con EP (Zinger 

et al., 2011). 

 

1.3. Modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson  

 

El estudio de la EP ha impulsado la necesidad de desarrollar una amplia gama de modelos 

experimentales utilizando animales y células cultivadas in vitro, con el propósito de emular 

diversos aspectos de esta patología. Estos modelos buscan replicar los cambios observados en la 

enfermedad humana (Blandini et al., 2008), y para este fin, se han empleado principalmente tres 

grupos de animales: roedores, primates no humanos y especies no mamíferas. Además, los 

modelos basados en células han surgido como alternativas viables para tratar de explicar ciertos 

aspectos de la EP. Cada uno de estos grupos presenta ventajas y limitaciones particulares que 

determinan la idoneidad del modelo para experimentos específicos (Chia et al., 2020).  

A continuación, se describen los distintos modelos animales que han sido empleados durante 

las últimas décadas para el estudio de la EP en roedores. Estos animales son el modelo animal más 

utilizado para la EP, por un lado, debido a la facilidad de manejo y mantenimiento, y, por otro 

lado, a que la anatomía y los mecanismos moleculares y celulares de la EP son similares en 

roedores y en humanos.  
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1.3.1. Modelos neurotóxicos 

 

Los modelos que emplean neurotoxinas provocan una rápida degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas de la vía nigroestriatal, imitando así la EP esporádica. Estos modelos se generan 

al administrar sustancias neurotóxicas como la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) o el MPTP, 

desencadenando un estrés oxidativo que conlleva a la muerte celular de las neuronas 

dopaminérgicas. No obstante, la desventaja de estos modelos radica en la ausencia de formación 

de CL, la característica patológica principal de la EP. A pesar de las limitaciones, estos modelos 

animales han contribuido de manera significativa a la comprensión de los procesos de la 

enfermedad y a la identificación de posibles objetivos terapéuticos en la EP (Zeng et al., 2018). 

 

6-Hidroxidopamina (6-OHDA) 

 

El primer modelo animal de la EP se generó mediante la administración unilateral de 6-OHDA 

en el CPC, en la SNpc y en el área dorso-lateral del núcleo interpeduncular (Ungerstedt, 1968), 

desencadenando así la neurodegeneración de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc (Dauer y 

Przedborski, 2003). Este modelo ha obtenido una extensa aceptación gracias a su fenotipo 

conductual consistente y a la degeneración predecible de las neuronas dopaminérgicas (Sauer y 

Oertel, 1994). El mecanismo de acción de este modelo consiste en que, una vez que la 6-OHDA 

ingresa dentro de la neurona, se acumula en el citosol, se oxida y produce ROS y quinonas. Estos, 

a través de mecanismos de estrés oxidativo, inactivan macromoléculas biológicas, reducen los 

niveles de enzimas antioxidantes en el estriado y aumentan los niveles de hierro en la SN (Dauer 

y Przedborski, 2003; Duty y Jenner, 2011; Tieu, 2011). La acumulación de hierro interactúa con los 

complejos I y IV de las mitocondrias, inhibiendo la cadena respiratoria y generando un mayor 

estrés oxidativo. Por lo tanto, esta sustancia neurotóxica provoca disfunción mitocondrial. Estos 

mecanismos son considerados como eventos patológicos de la EP en humanos, otorgando así, 

aplicabilidad al modelo. 

La inyección intracerebral de 6-OHDA es esencial debido a la incapacidad de esta sustancia de 

atravesar la barrera hematoencefálica (Sauer y Oertel, 1994), por lo que es la única vía de 

administración que ha sido empleada en este modelo animal. Por el contrario, la inyección de 6-

OHDA puede ejecutarse en diversas áreas cerebrales, generando patrones específicos de 

degeneración neuronal (Perese et al., 1989). Por ende, la elección del lugar de administración de 

6-OHDA resulta crucial para definir la magnitud y la progresión temporal de la lesión: 
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 Inyección intraestriatal: Al dirigirse al cuerpo estriado, la 6-OHDA afecta primero a los 

terminales axonales, seguido de la degeneración de las neuronas dopaminérgicas (Perese et 

al., 1989). Esta técnica induce una degeneración retrógrada de la vía nigroestriatal y tiende a 

generar una lesión parcial (aproximadamente una pérdida del 60-80% de dopamina en el 

estriado). En consecuencia, se configura como un modelo idóneo para estudiar las 

características fisiopatológicas en las fases iniciales del desarrollo de la EP, así como para 

analizar los efectos y cambios neuropatológicos derivados de nuevas estrategias terapéuticas. 

 Inyección en la SNpc: la inyección de 6-OHDA en la SNpc desencadena una destrucción masiva 

de las neuronas dopaminérgicas, dando lugar a una degeneración anterógrada del sistema 

dopaminérgico nigroestriatal. Por consiguiente, este método presenta síntomas 

comparativamente más severos que en el caso de la inyección intraestriatal (Haleagrahara et 

al., 2013). 

 Inyección en el haz nigroestriatal: la inyección de 6-OHDA en el haz nigroestriatal 

desencadena un agotamiento casi total de la dopamina en el CPC, denervación de los 

receptores de dopamina postsinápticos en el CPC (Perese et al., 1989) y una degeneración casi 

completa de las neuronas dopaminérgicas (Truong et al., 2006). La lesión en este haz 

desencadena simulitudes con la neurodegeneración observada en pacientes con EP idiopática 

(Perese et al., 1989), representando un modelo avanzado o grave de la misma (Truong et al., 

2006).  

No obstante, como ya se ha mencionado previamente, una limitación importante de este 

modelo es su incapacidad para formar CL (Schober, 2004). 

 

1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) 

 

El MPTP destaca por ser uno de los modelos basados en neurotoxinas más empleados para 

replicar la EP en animales. Dada su naturaleza lipofílica, esta molécula puede atravesar la barrera 

hematoencefálica tras su administración sistémica. El MPTP es considerado una protoxina, ya que 

su transformación en 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) es crucial para desencadenar efectos tóxicos 

(Emborg, 2004; Tieu, 2011). Así, una vez administrado, el MPTP experimenta una oxidación 

catalizada por MAO-B, presente en los astrocitos de la SN y el estriado, que la transforman en la 

neurotoxina dopaminérgica MPP+ (Martí et al., 2017). El MPP+ actúa como un metabolito tóxico, 

que se absorbe por las neuronas dopaminérgicas debido a su similitud estructural con la 

dopamina, utilizando el transportador de dopamina (DAT) (Martí et al., 2017). El mecanismo de 
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muerte celular comienza con la inhibición del complejo I en la respiración mitocondrial, generando 

una rápida disminución de los niveles de trifosfato de adenosina (ATP) en el estriado y la SN, lo 

que conduce a apoptosis y necrosis de las neuronas dopaminérgicas (Sayre et al., 1989). 

La utilización del modelo animal basado en la administración de MPTP se recomienda para 

investigar la disfunción mitocondrial en la EP, gracias a su impacto en las mitocondrias. Para 

replicar la EP en modelos animales, es necesario administrar la toxina de manera crónica durante 

semanas, lo que culmina en la muerte celular una vez completada la administración (Petroske, et 

al., 2001). Sin embargo, al igual que el modelo de 6-OHDA, el modelo con MPTP carece de la 

característica neuropatológica más distintiva de la EP, que es la formación de CL (Schober, 2004). 

 

1.3.2. Modelos genéticos 

 

La base fundamental para investigar las mutaciones genéticas de una enfermedad reside en 

la premisa de que las similitudes clínicas entre las formas hereditarias y esporádicas de la afección 

comparten un mecanismo común. Este enfoque tiene como objetivo la identificación de las vías 

moleculares y bioquímicas implicadas en la patogénesis de la enfermedad (Blesa et al., 2012).  

Se ha descubierto que variantes poco comunes de la EP están vinculadas a mutaciones 

genéticas en α-sinucleína, parkina, LRRK2, PINK-1 o PARK7, pudiendo representar posibles 

objetivos terapéuticos. Para estudiar el mecanismo molecular de estos genes en la patología de la 

EP, se generan modelos genéticos mediante la sobreexpresión de α-sin y LRRK2, o la 

eliminación/supresión de genes como parkina, PARK7 y PINK1 (Gasser, 2009). Así, gracias a los 

distintos modelos de ratones transgénicos, se han logrando avances significativos en la 

comprensión de las sinucleinopatías. 

Aunque los modelos genéticos ofrecen una vía convincente para investigar la relación entre 

mutaciones específicas y las formas familiares de la EP, es crucial señalar que la mayoría de estos 

modelos no logran replicar íntegramente todas las características de la enfermedad. 

Concretamente, no se han conseguido reproducir los cambios neurodegenerativos progresivos 

característicos de la EP en humanos. En la mayoría de los casos, estos modelos genéticos no 

provocan una pérdida sustancial de neuronas dopaminérgicas, que constituye la característica 

patológica principal de la EP (Sanchez et al., 2014). 
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1.3.3. Modelos basados en vectores virales 

 

Como alternativa a los modelos animales transgénicos, se ha desarrollado el modelo animal 

basado en el uso de vectores virales. Para ello, se han estudiado dos sistemas de vectores: el 

vector viral adenoasociado (AAV) y el vector lentiviral (LV). Estos vectores tienen la capacidad de 

transducir eficientemente neuronas en el cerebro adulto, manteniendo la expresión de los genes 

insertados a lo largo del tiempo. Una ventaja adicional radica en su versatilidad para la entrega 

génica en diversas especies de animales, abarcando desde ratones y ratas, hasta cerdos y monos 

(Ulusoy et al., 2010).  

La aplicación de vectores virales se investigó inicialmente en ratas mediante la administración 

unilateral de vectores AAV o LV, que codificaban para α-sin humana, tanto de tipo salvaje como 

mutante, en la SN (Kirik et al., 2002; Lo Bianco et al., 2002). En estos estudios, se logró la expresión 

eficiente de α-sin en las neuronas dopaminérgicas nigrales, acompañada de patología celular y 

axonal, así como de una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas (Ulusoy et al., 2010).  

 

Modelos adenovirales 

 

Los vectores AAV resultan especialmente útiles para la entrega dirigida de genes en el cerebro 

de roedores. Tienen un alto tropismo por las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo, y dado 

que pueden producirse en concentraciones elevadas, la transducción se puede lograr con 

volúmenes de inyección pequeños. En estudios con ratas, se ha observado una eficiencia de 

transducción superior al 80% en neuronas nigrales TH+ tras una única inyección de 2-3 µl de vector 

(Kirik et al., 2002; Yamada et al., 2004).  

Es importante destacar que los diversos serotipos de AAV exhiben diferencias significativas en 

la eficiencia de transducción y el tropismo tisular (Zincarelli et al., 2008; Srivastava, 2016). Entre 

los serotipos más utilizados para transducir células del SNC destacan: 

 AAV1: se han encontrado anticuerpos de este primer serotipo tanto en humanos como en 

primates no humanos (PNH) (Gao et al., 2002). A diferencia de otros serotipos, el AAV1 no 

presenta modificaciones postraduccionales y fue el primer vector viral aprobado para su uso 

en terapia génica (Huang et al., 2016). Este vector logra una transducción efectiva de 

neuronas, células gliales y ependimarias en el cerebro murino (Wang et al., 2003). 
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 AAV2: es el serotipo más estudiado entre todos los AAVs (Lisowski et al., 2015). Fue 

identificado por primera vez en 1965 como un contaminante de preparaciones de adenovirus 

de simio (Srivastava, 2016). La cápside de rAAV2 presenta múltiples modificaciones 

postraduccionales, incluida la ubiquitinación, fosforilación y glicosilación en diferentes sitios 

(Mary et al., 2019). Este serotipo ha mostrado tropismos para varios tejidos y tipos celulares, 

tanto en PNH, murinos, caninos y aviares, como humanos, incluyendo la retina (Wassmer et 

al., 2017) y las células no mitóticas del SNC (Griffey et al., 2006). 

 

 AAV4: es uno de los serotipos con mayores diferencias a nivel antigénico (Padron et al., 2005), 

y tiene su origen en PNH (Blacklow et al., 1968). La única modificación postraduccional 

observada en rAAV4 es la ubiquitinación de las proteínas de su cápside (Mary et al., 2019). El 

AAV4 puede transducir tanto células humanas/PNH, como células de origen murino y canino 

(Lisowski et al., 2015). Su tropismo específico conduce a una transducción eficaz de tipos 

celulares específicos en el SNC de mamíferos, especialmente de células ependimarias 

(Davidson et al., 2000) y de células del epitelio pigmentario de la retina (Weber et al., 2003).  

 

 AAV5: aislado de lesiones genitales masculinas en 1983, es el único serotipo de AAV obtenido 

directamente de tejido humano (Bantel-Schaal y zur Hausen, 1984). Destaca por ser el 

serotipo más divergente genéticamente de todos los AAV (Stutika et al., 2015). Posee 

características únicas, como diferencias en el tamaño y la función de sus repeticiones 

terminales invertidas (Qiu y Pintel, 2004). Las proteínas del cápside de rAAV5 experimentan 

diversas modificaciones postraduccionales, como ubiquitinación, fosforilación y glicosilación 

(Mary et al., 2019).  Presenta la ventaja de transducir células que no pueden ser transducidas 

con AAV2 (Grimm y Kay, 2003), incluidas las células fotorreceptoras de la retina murina 

(Rabinowitz et al., 2002; Yang et al., 2002), células de Purkinje, estrelladas, en cesta y de Golgi 

(Burger et al., 2004). 

 

 AAV7: fue aislado en 2002 a partir de tejidos de PNH (Gao et al., 2002, 2004). Aunque los 

mecanismos de unión y entrada a las células aún son desconocidos (Srivastava, 2016), las 

proteínas del cápside de rAAV7 experimentan diversas modificaciones postraduccionales, 

destacando la glicosilación, además de la fosforilación y acetilación (Mary et al., 2019). La 

seroprevalencia de anticuerpos contra AAV7 en humanos es relativamente baja, confiriéndole 

una ventaja para su aplicación clínica (Calcedo et al., 2009). Este serotipo presenta un marcado 

tropismo por las neuronas (Taymans et al., 2007) y las células fotorreceptoras en la retina 

(Allocca et al., 2007).  
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 AAV9: identificado por primera vez en 2004, el AAV9 se considera un nuevo serotipo por su 

perfil serológico único (Gao et al., 2005). La cápside de rAAV9 presenta abundantes 

modificaciones postraduccionales, incluyendo ubiquitinaciones, fosforilaciones, glicosilación 

y acetilación (Mary et al., 2019). El AAV9 demuestra una eficiencia superior en la transducción 

celular en la mayoría de los tejidos en comparación con otros AAVs (Gao et al., 2004; Mori et 

al., 2004). En estudios con modelos murinos, el AAV9 exhibe una rápida distribución, niveles 

elevados de proteínas y una mejor distribución genómica tras su administración sistémica, 

superando a otros AAVs (Zincarelli et al., 2008). Además, en el SNC, muestra la capacidad única 

de atravesar la barrera hematoencefálica (Bevan et al., 2011).  

Otros factores, como los promotores seleccionados y los intervalos de tiempo de 

supervivencia, pueden explicar las variaciones observadas en los porcentajes de muerte celular 

inducidos por la sobreexpresión de α-sin. Un ejemplo es la introducción de elementos adicionales, 

como el elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis del visón (WPRE), que ha 

posibilitado una mayor degeneración nigroestriatal al emplear el serotipo AAV9 en ratones, en 

comparación con los AAV que carecen de WPRE (Sun et al., 2021b). 

De esta manera, numerosas investigaciones confirman que la sobreexpresión dirigida de α-sin 

humana en las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo, mediante el uso de vectores AAV, 

reproduce muchas de las características distintivas de la enfermedad humana, ofreciendo así un 

modelo novedoso de EP progresiva, válido tanto para roedores como para primates (Ulusoy et al., 

2010). 

Concretamente, los resultados obtenidos en modelos AAV-α-sin revelan que la 

sobreexpresión de α-sin humana tiene la capacidad de inducir la formación de inclusiones 

citoplasmáticas y axonales positivas para α-sin, acompañadas de cambios patológicos 

neurodegenerativos progresivos en las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo. Estos cambios 

degenerativos se manifiestan de manera más notoria en las neuronas dopaminérgicas de la SN 

(Kirik et al., 2002). La sobreexpresión de α-sin en estas neuronas dopaminérgicas tiene un efecto 

dual: en una fase inicial, cuando la α-sin tiene una distribución citoplasmática difusa, suprime la 

síntesis y el almacenamiento de dopamina, lo que se refleja en una reducción de la actividad 

enzimática de la TH y los niveles de dopamina en el estriado. Posteriormente, se observa la 

aparición de inclusiones citoplasmáticas, neuritas distróficas y muerte celular. Estos datos 

destacan la interacción entre la α-sin y la dopamina, influyendo en el mantenimiento de la 

neurotransmisión de dopamina, en la regulación de la homeostasis de dopamina a nivel sináptico, 

así como en la formación de derivados tóxicos de α-sin y la consiguiente muerte celular. En el 
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modelo AAV-α-sin, estos tres mecanismos, combinados con la respuesta inflamatoria inducida por 

α-sin, pueden interactuar para inducir los cambios patológicos progresivos que se desarrollan en 

las neuronas dopaminérgicas transducidas (Ulusoy et al., 2010). 

 

Modelos lentivirales 

 

Las inyecciones intranigrales directas de LVs que expresan variantes de α-sin, ya sea de tipo 

salvaje o mutado, ofrecen varias ventajas: en primer lugar, posibilitan la creación de modelos en 

especies de mamíferos distintas a los ratones, lo que abre la perspectiva de establecer un modelo 

genético en PNH para este trastorno neurodegenerativo. Además, permiten la orientación precisa 

hacia regiones cerebrales específicas, sin el riesgo de provocar efectos adversos en otras 

estructuras del SNC. A su vez, estos modelos proporcionan una expresión génica más elevada en 

comparación con los transgénicos y, por último, la facilidad de manipulación del vector permite la 

creación de diversos modelos (Lo Bianco et al., 2002). 

Además, los LVs muestran un fuerte tropismo por las células neuronales (Blömer et al., 1997). 

En el estriado de roedores se ha observado que el 90% de las células transducidas son neuronas 

(Bensadoun et al., 2000; Déglon et al., 2000), y en primates, entre el 80-88% (Kordower et al., 

1999). Además, entre el 40% y el 50% de las neuronas dopaminérgicas identificadas por 

inmunohistoquimia para la TH son transducidas en la SN de roedores inyectados con LVs 

(Bensadoun et al., 2000; Déglon et al., 2000). 

No obstante, la expresión del transgén en las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo 

lograda con LVs es signifivativamente menor que la observada en los modelos AAV, no superando 

el 50%, como se ha mencionado previamente. Asimismo, la magnitud de la pérdida de neuronas 

dopaminérgicas, inducida por la sobreexpresión mediada por LV de α-sin, ya sea de tipo salvaje o 

mutada, también es menos pronunciada (Lo Bianco et al., 2002; Lauwers et al., 2003, 2007), en 

comparación con los resultados observados en ratas tratadas con AAVs. 

 

1.4. Entorno enriquecido (EE) 
 

El concepto de entorno enriquecido (EE) aborda el papel de los estímulos externos en el 

desarrollo cerebral. Donald Hebb, al comparar ratas que vivían como mascotas con ratas de 

laboratorio, encontró una mejora significativa en las habilidades cognitivas de los animales criados 
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como mascotas (Brown y Milner, 2003). A raíz de estos descubrimientos, Rosenzweig definió el EE 

como "la combinación de estimulación inanimada y social", caracterizada por su naturaleza 

multifactorial y multimodal (Rosenzweig y Bennett, 1996). Esta perspectiva del EE desencadena 

cambios a nivel celular, molecular y conductual como respuesta a estímulos sensoriales, motores 

y cognitivos (van Praag et al., 1999). Desde entonces, se ha estudiado el efecto del 

enriquecimiento en el desarrollo cerebral debido a sus efectos cognitivosy de aprendizaje 

duraderos. A pesar de que los mecanismos exactos del EE aún no se comprenden completamente, 

se contempla como una estrategia terapéutica potencial para la recuperación de daños cerebrales 

(Kim et al., 2016). 

El EE consiste en aumentar la estimulación somatosensorial, motora y social en el entorno de 

los animales de laboratorio, lo que resulta en una mejora de sus funciones biológicas (Newberry, 

1995). Esto implica el uso de jaulas más amplias que las convencionales, permitiendo la 

convivencia de un mayor número de animales para fomentar así la interacción social (van Praag 

et al., 1999; Guilarte et al., 2003; Fischer et al., 2007). La estimulación somatosensorial se logra 

mediante la incorporación de objetos pequeños de diferentes colores, tamaños, texturas y 

formas. Además, las jaulas están equipadas con ruedas, túneles y cuerdas de ejercicio para 

promover la actividad física (Pang y Hannan, 2013) (Fig. 8). Se introduce variabilidad en la 

disposición de los objetos, así como en la ubicación de la comida y la bebida, cambiándolos 

periódicamente para mantener un ambiente enriquecido y dinámico (Nithianantharajah y 

Hannany, 2006). Todos estos estímulos generan un aumento en la actividad de los animales, 

desencadenando modificaciones que abarcan desde el nivel cognitivo hasta el molecular (Guilarte 

et al., 2003).  

 

Figura 8. Representación esquemática de las condiciones de EE en la cría de roedores. Jaula equipada con juguetes 

para promover la exploración y comportamientos estimulantes, con una rueda para correr que fomenta el ejercicio 

físico, y se caracteriza por albergar un mayor número de animales por jaula, favoreciendo la socialización. Estos 

elementos son componentes esenciales del EE. 
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Además, los efectos beneficiosos derivados de la cría en EE se han observado tanto en 

condiciones normales como en situaciones patológicas. Estos cambios pueden clasificarse en dos 

categorías. Por un lado, los cambios a corto plazo, también denominados efectos moleculares, 

presentan predominantemente propiedades neuroprotectoras. Estos cambios se caracterizan por 

modificaciones selectivas en la expresión génica, mostrando especificidad celular y 

espaciotemporal en diversas clases de ontología génica, la acción de factores de crecimiento y la 

transmisión neural (Fischer et al., 2007; Benn et al., 2010). De hecho, el EE promueve respuestas 

neuroprotectoras, principalmente al incrementar los niveles de factores neurotróficos en 

diferentes áreas del cerebro (Young et al., 1999).  

Por otro lado, los cambios a largo plazo, conocidos como efectos celulares, producen 

alteraciones en la expresión génica en neuronas y células gliales (Chen y Russo-Neustadt, 2005). 

Específicamente, estos cambios abarcan la plasticidad sináptica (Buschler y Manahan-Vaughan, 

2012; Jung y Herms, 2014) el aumento de la sinaptogénesis (Kondo et al., 2012) y la neurogénesis 

en adultos (Salmaso et al., 2012; Tanti et al., 2013), además de influir en el metabolismo (Leger et 

al., 2012), el sistema inmunológico (McQuaid et al., 2013) y el eje hipotálamo-hipofisario-adrenal 

(Mitra y Sapolsky, 2012). Por lo tanto, todas estas modificaciones inducen cambios estructurales 

sinápticos que resultan en una mejora sustancial del aprendizaje y la memoria (Kempermann et 

al., 1997; Rampon et al., 2000).  

 

1.4.1. El entorno enriquecido y los factores neurotróficos 

 

Uno de los efectos beneficiosos más estudiados del EE es el cambio que produce en la 

expresión de los factores neurotróficos. Se trata de péptidos difusibles, secretados por neuronas, 

que desempeñan un papel esencial como factores de crecimiento en el desarrollo, 

mantenimiento, reparación y supervivencia de poblaciones neuronales específicas. Durante el 

desarrollo, estos factores impulsan la supervivencia neuronal, fomentan el crecimiento axonal y 

desempeñan una función crucial en el establecimiento de la red sináptica (Wu y Liu, 2016). A pesar 

de que se ha resaltado su influencia en la plasticidad sináptica y en la guía de los conos de 

crecimiento axonal (Lu et al., 2005; Lafuente et al., 2014), también se han identificado funciones 

en células no neuronales, como en las células endoteliales, células musculares lisas, células 

inmunitarias y células epiteliales (Lafuente et al., 2014).  

Los factores neurotróficos son sintetizados en forma de proteínas precursoras, que se 

escinden en aminoácidos dibásicos para producir una forma madura que es liberada al medio 
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extracelular (Lee et al., 2001). A partir de ese momento, la actividad de los factores neurotróficos 

se lleva a cabo mediante la interacción con los receptores de tirosina quinasa (Trk), mostrando 

una unión específica y de alta afinidad a diferentes receptores Trk (Bafico y Aaronson, 2003). Este 

receptor experimenta una rápida autofosforilación, creando así los sitios de acoplamiento para la 

asociación de moléculas señalizadoras aguas abajo. Posteriormente, estas proteínas señalizadoras 

se unen al receptor autofosforilado activado, lo que conduce a su activación (Krieglstein, 2008).  

La cría en EE genera diversos cambios, incluyendo alteraciones en la expresión del factor 

neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) (Lu et al., 2005; Karpova, 2014). El BDNF es un miembro 

de la familia del gen del factor de crecimiento nervioso, y actúa en diversas vías neuronales, 

especialmente en el sistema nigroestriatal (Mogi et al., 1999). Desempeña un papel esencial en 

procesos sinaptogénicos y la plasticidad sináptica, así como en la supervivencia y diferenciación 

neuronal (Lu et al., 2005; Karpova, 2014). A nivel molecular, el BDNF se sintetiza en forma de su 

precursor, proBDNF, y se transforma en BDNF a través de la acción de la metaloproteinasa de 

matriz-9 (MMP-9) (Mizoguchi et al., 2011), un activador del plasminógeno tisular (tPA) y p11 (Ding 

et al., 2011; Sartori et al., 2011).  

La señalización del BDNF se activa mediante su unión a TrKB. Tanto el BDNF como el TrKB son 

expresados por neuronas que producen dopamina (Okazawa et al., 1992). La activación del 

receptor TrkB modula la diferenciación neuronal, la supervivencia neuronal y la plasticidad 

sináptica a través de múltiples vías de señalización, como las quinasas reguladas por señales 

extracelulares (ERK) implicadas en la diferenciación celular (Ohira y Hayashi, 2009). Además, la 

señalización BDNF-TrkB modula la plasticidad sináptica neuronal a través de ERK (Hu et al., 2013). 

La expresión de BDNF y TrkB experimentan un aumento en el cerebro de animales criados en EE 

en comparación con aquellos mantenidos en condiciones empobrecidas (aislamiento, sin 

estimulación física o experiencias de aprendizaje) (Stratta et al., 2016). Este hallazgo sugiere que 

el EE sería una estrategia prometedora para mejorar la activación de la vía de señalización 

BNDF/TrkB/ERK, destacando así su potencial terapéutico (Bondi et al., 2014; Gajhede et al., 2015). 

Asimismo, se han descrito cambios en la expresión del factor neurotrófico derivado de la línea 

celular glial (GDNF) tras la exposición a EE (Alarcón et al., 2023). El GDNF emerge como un 

protector esencial de las neuronas catecolaminérgicas, protegiéndolas contra el daño tóxico y 

fomentando el crecimiento de las fibras neuronales (Pascual et al., 2008). La señalización de GDNF 

se desarrolla a través de un complejo de receptores, compuesto inicialmente por el nucleoceptor 

anclado por glicosil-fosfatidilinositol GFRα1. Posteriormente, se reclutan otros receptores, entre 

los que destaca el protooncogén del receptor tirosina quinasa reorganizado durante la 
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transfección (RET) (Treanor et al., 1996). La unión de GDNF/GFRα1 a RET desencadena la homo-

dimerización de RET y su autofosforilación subsiguiente en residuos de tirosina dentro de su 

dominio intracelular (Kawamoto et al., 2004; Mulligan, 2014). Las fosfotirosinas actúan como 

puntos de unión para proteínas adaptadoras, activando diversas cascadas de señalización 

intracelular (Aron y Klein, 2011; Ibánez, 2013; Mulligan, 2014). En este contexto, la unión de la 

proteína 1 transformante con dominio de homología 2 (SH2) a Ret, promueve la activación 

subsiguiente de la cascada de señalización de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-cinasa (PI3K) y el 

factor nuclear NF-κB, estimulando la actividad mitocondrial y la supervivencia celular (Kramer, 

2015a, 2015b; Meka et al., 2015).  

En consecuencia, la crianza en EE se presenta como una estrategia neuroprotectora 

beneficiosa frente a diversas patologías cerebrales. 

 

1.4.2. El entorno enriquecido en la enfermedad de Parkinson 

 

Como ha sido descrito previamente, entre los factores de riesgo de la EP se encuentran el 

estilo de vida (Elbaz y Moisan, 2008) y el ejercicio físico (Chen et al., 2005). Teniendo en cuenta 

que los beneficios derivados del EE están estrechamente vinculados a un estilo de vida activo en 

los seres humanos, no se puede descartar la hipótesis de que los procesos patológicos 

subyacentes de la EP podrían estar influenciados por el EE (Jadavji et al., 2006). 

El EE desencadena mejoras significativas en los síntomas motores (Shu et al., 2014; Shih et al., 

2016), así como en los síntomas no motores y la función cognitiva de pacientes con EP (van der 

Kolk y King, 2013; Stuckenschneider et al., 2019). Además, tanto la actividad física regular como 

el ejercicio han demostrado reducir la probabilidad de padecer EP (Yang et al., 2015; Bellou et al., 

2016; Shih et al., 2016) al favorecer la liberación de factores neuroprotectores (van der Kolk y King, 

2013; Palasz et al., 2019b). 

Aunque el mecanismo preciso mediante el cual el EE induce neuroprotección y 

neurorrestauración en la EP sigue siendo desconocido, hay una evidencia sustancial que sugiere 

que la síntesis y liberación de factores neurotróficos desempeña un papel crucial en este proceso 

(Nithianantharajah y Hannan, 2006), ya que el EE produce cambios en la expresión de estos 

factores y sus receptores en diversas áreas cerebrales (Spires et al., 2004). 

En animales sanos, el EE impulsa la expresión de factores de crecimiento en la vía 

nigroestriatal (Cohen et al., 2003; Li y Tang, 2005). En condiciones estándar (CE), los modelos 
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animales de EP han demostrado una reducción en los niveles de proteínas presinápticas y una 

mayor positividad de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP), desencadenando deterioros en la 

función sináptica, la señalización dependiente de la actividad, la homeostasis del Ca2+ y la 

activación de los astrocitos (Greer y Greenberg, 2008; Wassouf et al., 2018). Sin embargo, el EE ha 

demostrado atenuar estas alteraciones, reduciendo la positividad a GFAP y restaurando los niveles 

de la proteína de respuesta de crecimiento temprano 1 (EGR1) y el receptor nuclear asociado 1 

(NURR1) (Wassouf et al., 2018). Este fenómeno se acompaña de un incremento en la expresión 

de BDNF en el estriado y del ARNm de GDNF en la SN (Bezard et al., 2003; Turner y Lewis, 2003; 

Faherty et al., 2005). Estas adaptaciones que surgen tras la cría en EE representan un intento de 

compensar las alteraciones sinápticas inducidas por la EP (Wassouf et al., 2018).  

 

1.4.3. Papel de los factores neurotróficos en la enfermedad de Parkinson 

 

Cualquier perturbación en la síntesis local, transporte o señalización de los factores 

neurotróficos (como unión, internalización, síntesis de receptores, entre otros) debido a daño 

local, envejecimiento, mutación o polimorfismo, podría tener consecuencias adversas en la 

supervivencia neuronal, conduciendo a la muerte neuronal. De hecho, la modificación de los 

factores neurotróficos para una población neuronal selectiva podría correlacionarse con procesos 

de neurodegeneración (Bhardwaj y Deshmukh, 2018). Concretamente, esta disfunción podría 

desencadenar apoptosis neuronal, resultando en la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la EP 

(Weissmiller y Wu, 2012).  

Los factores neurotróficos y de crecimiento regulan el desarrollo cerebral y desempeñan un 

papel cucial en la regeneración neuronal (Colucci-D'Amato et al., 2020). Estos factores han 

demostrado tener capacidad para proteger tanto las neuronas dopaminérgicas como las células 

gliales contra la excitotoxicidad inducida. Este efecto protector se logra mediante la activación de 

vías de señalización específicas, las cuales desempeñan un papel crucial en la supervivencia celular 

y el crecimiento axonal (Ramaswamy y Kordower, 2009; Yasuda y Mochizuki, 2010). En 

consecuencia, al fomentar el crecimiento y la funcionalidad neuronal de la dopamina, y al 

intervenir en los procesos neurotóxicos, los factores neurotróficos podrían desempeñar un papel 

terapéutico relevante en el contexto de la EP. 

La asociación de niveles disminuidos de BDNF con patologías que presentan déficits 

cognitivos, sugiere que este factor podría servir como biomarcador de la función cognitiva 

(Komulainen et al., 2008; Zhang et al., 2012). En el caso de la EP, se han observado alteraciones 
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en la liberación de BDNF en el cerebro, la sangre y el suero (Scalzo et al., 2010; Leverenz et al., 

2011; Costa et al., 2015), junto con reducciones en los niveles de ARNm y la expresión de proteínas 

de BDNF en la SNpc y los núcleos caudado y putamen de estos pacientes (Howells et al., 2000). 

Los análisis post mortem de pacientes con EP muestran niveles disminuidos de BDNF en regiones 

dopaminérgicas del cerebro afectado, lo cual se correlaciona con el pronóstico de la enfermedad 

(Mogi et al., 1999; Parain et al., 1999). 

En modelos animales, se ha observado que el BDNF contribuye a estabilizar la concentración 

intracelular de Ca2+, a aumentar los niveles de dopamina, a reducir el estrés oxidativo, a promover 

la función mitocondrial y a suprimir la neuroinflamación (Palasz et al., 2019b). Además, la 

administración endógena de BDNF protege a las neuronas de la SN de la toxicidad inducida por 6-

OHDA y MPTP, tanto en modelos de rata como de primates (Ramaswamy y Kordower, 2009). Por 

lo tanto, el BDNF previene la degeneración y aumenta la actividad funcional de las neuronas 

dopaminérgicas, por lo que emerge como un candidato prometedor en el desarrollo de estrategias 

neuroprotectoras para la EP (Bhardwaj y Deshmukh, 2018).  

La importancia de los niveles de BDNF destaca por su relación con la esperanza de vida de los 

pacientes y la gravedad de la patología (Scalzo et al., 2010). Tanto es así que se ha descrito una 

relación entre el polimorfismo Val66Met de BDNF y alteraciones congénitas en pacientes con EP 

(Foltynie et al., 2005; Guerini et al., 2009), lo cual se relaciona con un rendimiento cognitivo 

inferior en estos pacientes (Wang et al., 2016). Aunque el mecanismo subyacente de esta 

correlación no se comprende completamente, se postula que la participación del BDNF en la 

plasticidad sináptica y la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas podría ser fundamental 

(He et al., 2013). Además, la interacción del BDNF con el sistema dopaminérgico mesolímbico 

promueve la liberación de dopamina (Narita et al., 2003). 

El ejercicio físico también se plantea como un medio para incrementar los niveles de BDNF, 

facilitando la conversión de proBDNF a BDNF a través del aumento en la expresión de los genes 

tPA y p11 (Ding et al., 2011; Sartori et al., 2011). Concretamente, el entrenamiento físico restaura 

los niveles de BDNF en el estriado de animales en el modelo de 6-OHDA (Kim et al., 2014), además 

de mejorar la resistencia del cerebro frente a insultos y deterioro neuronal (Björklund y Lindvall, 

2000; Zhao et al., 2014). Estos hallazgos sugieren la posibilidad de considerar el ejercicio físico 

como un enfoque terapéutico viable para la EP. 

En cuanto al papel del GDNF en el sistema nigroestriatal, cabe destacar su papel como 

inductor de la supervivencia y crecimiento de las neuronas dopaminérgicas en modelos animales 

de la EP (Evans y Barker, 2008). De hecho, en el sistema dopaminérgico del mesencéfalo, RET se 
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expresa exclusivamente en las neuronas dopaminérgicas (Sariola y Saarma, 2003), por lo que la 

vía de señalización mediada por este Trk resulta importante para la supervivencia a largo plazo de 

una fracción de neuronas dopaminérgicas nigrales (Kramer et al., 2007). Asimismo, Aron et al. 

(2010) describieron su papel esencial en el mantenimiento de las fibras de dopamina en el 

estriado. 

Los modelos in vitro de la EP han revelado que el GDNF no sólo induce la activación de la 

enzima que sintetiza dopamina, la TH (Theofilopoulos et al., 2001), sino que también promueve la 

supervivencia y diferenciación de neuronas dopaminérgicas (Widmer et al., 2000), las protege de 

toxinas dopaminérgicas como el MPP+ y la 6-OHDA (Ma et al., 2000; Herrán et al., 2014) y 

disminuye la apoptosis en estas neuronas (Sawada et al., 2000). Por último, los modelos animales 

de la EP han revelado efectos neuroprotectores y funcionales de GDNF (Ramaswamy et al., 2009), 

aumentando la supervivencia y diferenciación de las neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo 

(Rosenblad et al., 2000). La administración exógena de GDNF protege a los animales contra la 

neurotoxicidad inducida por MPTP en modelos animales de ratones C57Bl/6, monos y 

marmosetes (Barker et al., 2020). 

Por este motivo, se cree que los efectos beneficiosos del EE podrían estar mediados por un 

aumento en la expresión de los factores neurotróficos BDNF y GDNF en diversos modelos animales 

de EP (Ickes et al., 2000; Campêlo et al., 2017).  

A pesar de que la transición a la aplicación en humanos no resulta tan directa como en los 

enfoques farmacológicos, el EE en humanos se vincula estrechamente con un estilo de vida activo, 

ejerciendo así un impacto directo en la salud cognitiva del cerebro (Arenaza-Urquijo et al., 2015). 

En pacientes humanos con EP, adoptar un estilo de vida activo se traduce en mejoras notables en 

los aspectos motores (Shih et al., 2016), no motores y cognitivos (Stuckenschneider et al., 2019). 

La práctica regular de ejercicio, combinada con actividad física, aumenta la liberación de factores 

neuroprotectores, disminuyendo de este modo el riesgo de desarrollar EP (Bellou et al., 2016; Shih 

et al., 2016). Actividades como pintar, leer, escribir y realizar ejercicio físico aeróbico promueven 

la generación de reservas cognitivas en el cerebro humano (Serra et al., 2018). La estimulación 

cognitiva genera una reserva cognitiva más robusta, aumentando conexiones sinápticas y 

compensando los mecanismos fisiopatológicos asociados con la demencia antes de su 

manifestación clínica (Stern et al., 2020), resultando en un retraso aproximado de cinco años en 

el inicio del deterioro cognitivo (Wilson et al., 2021).  Ensayos clínicos actuales proponen el GDNF 

como una terapia potencial para pacientes con EP (Barker et al., 2020).  
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En conclusión, estos hallazgos respaldan la idea de que el EE podría ejercer efectos 

neuroprotectores y neurorrestauradores en las neuronas dopaminérgicas, preservando la función 

motora en situaciones de depleción de dopamina. 
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El abordaje de la enfermedad de Parkinson (EP) ha sido objeto de múltiples investigaciones 

que han empleado diversos modelos animales. Hasta la fecha, ninguno de estos modelos ha 

alcanzado la precisión requerida para una comprensión integral de la patogénesis de esta 

patología. En consecuencia, los factores que desencadenan su inicio, así como su evolución, 

continúan siendo desconocidos. 

En un esfuerzo por abordar esta situación, se observa un creciente y significativo uso de 

vectores adenovirales para la generación de modelos animales de la EP. Este enfoque plantea la 

necesidad de una evaluación para comprender su utilidad y contribución al estudio de la EP. 

Por otro lado, las terapias actualmente disponibles para la EP muestran limitaciones en cuanto 

a su eficacia a largo plazo y su capacidad para regenerar el tejido dañado y/o ralentizar la 

progresión de esta enfermedad. Por este motivo, resulta primordial dirigir los esfuerzos actuales 

hacia la búsqueda de nuevas estrategias neuroprotectoras capaces de paralizar el proceso 

neurodegenerativo. En este contexto, se ha propuesto el estudio de factores neurotróficos, como 

el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y el factor neurotrófico derivado de la glía 

(GDNF). Estas proteínas desempeñan funciones críticas, relacionadas con la génesis, maduración, 

supervivencia y protección neuronal. Sin embargo, el tratamiento con estos factores neurotróficos 

ha fracasado como consecuencia de su dificultad para atravesar la barerra hematoencefálica y su 

rápida degradación. Como alternativa para superar esta limitación, se propone aumentar la 

producción endógena de estos factores, mediante la cría en un entorno enriquecido (EE).  

Investigar el posible efecto beneficioso del EE en el proceso neurodegenerativo de un modelo 

animal que sobreexpresa α-sinucleína (α-sin), podría ofrecer un enfoque terapéutico seguro y sin 

efectos secundarios, con relevancia translacional para otras enfermedades neurodegenerativas. 

La activación de genes y la síntesis de proteínas, mediada por el EE, tienen el potencial de 

influir en la preservación de las neuronas dopaminérgicas de la vía nigroestriatal. Este efecto, a su 

vez, podría tener un efecto significativo en el comportamiento y la cognición, aspectos 

fundamentales en el manejo de los síntomas de la EP. Además, identificar los cambios principales 

inducidos por la exposición a EE en animales que sobreexpresan α-sin proporcionaría información 

sobre los mecanismos celulares y moleculares subyacentes, sentando así las bases para el 

desarrollo de fármacos más específicos. 
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Por lo tanto, la hipótesis de este trabajo es que la cría en EE disminuye la degeneración de la 

vía nigroestriatal y, por lo tanto, los síntomas motores en el modelo experimental de EP basado 

en la sobreexpresión de α-sin mediante la inyección bilateral de 1 µl del vector viral rAAV9-

CMVie/SynP-wtsyn-WPRE en la SN de ratas. La mejora de los déficits funcionales y morfológicos 

presentes en este modelo animal se relacionan con el aumento de los factores neurotróficos y la 

consiguiente activación de las vías de señalización neuroprotectoras que se activan tras la cría en 

EE, por lo que el entorno enriquecido consituirá una estrategia prometedora para miniminzar y/ 

o ralentizar la progresión de esta enfermedad.  
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3.1. Objetivo principal 

 

El objetivo principal de este trabajo de tesis es estudiar las alteraciones motoras y 

morfológicas presentes en un modelo de rata de la enfermedad de Parkinson (EP) inducido por la 

sobreexpresión de α-sinucleína (α-sin), generado mediante la administración de un vector 

adenoviral en la substantia nigra pars compacta (SNpc). Asimismo, se estudiarán los efectos de la 

cría en un entorno enriquecido (EE) como estrategia neuroprotectora frente a las alteraciones 

producidas por la sobreexpresión de α-sin, analizando, además, las vías moleculares implicadas 

en esta posible mejora.  

 

3.2. Objetivos específicos  
 

I. Validar el modelo animal basado en la inyección bilateral de 1 µl del vector viral rAAV9-

CMVie/SynP-wtsyn-WPRE en la SN de ratas para evaluar el efecto de la degeneración 

nigroestriatal progresiva inducida en este modelo preclínico.  

 
 Validar la sobreexpresión de α-sin en la vía nigroestriatal y estudiar su capacidad de 

difusión. 

 Analizar la degeneración de las principales estructuras de la vía nigroestriatal (SNpc y 

estriado), así como de las proyecciones de la SNpr tras la sobreexpresión de α-sin. 

 Estudiar la activación de la población glial asociada al modelo experimental.  

 Caracterizar los cambios comportamentales motores. 

 

II. Analizar el efecto de la cría en un entorno enriquecido en los aspectos comportamentales y 

morfológicos previamente estudiados y validados en el objetivo I, y determinar los cambios 

moleculares inducidos por el EE. 
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4.1. Animales  

 

Se emplearon 144 ratas macho de la cepa Sprague Dawley con una edad de 8 semanas y un 

peso de aproximadamente 250 g. Posteriormente, los animales se pesaron cada 7 días hasta 

finalizar el procedimiento, se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (las luces se 

encendían a las 08:00 am), con una temperatura y humedad constantes (22 ± 1ºC, 55 ± 5% de 

humedad relativa), y acceso libre a comida y agua.  

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con la Directiva del 

Consejo de las Comunidades Europeas sobre "La Protección de los Animales Utilizados para Fines 

Científicos" (210/63/UE) y la Ley Española (RD 53/2013) para el cuidado y uso de animales de 

laboratorio. Además, fueron aprobados por el Comité de Ética de Experimentación Animal (CEEA) 

de la Universidad del País Vasco (UPV/EHU) (Ref.: M20/2020/241). 

 

4.2. Condiciones de cría 

 

Los animales fueron criados en condiciones estándar de laboratorio o en condiciones de 

entorno enriquecido.  

 Condiciones estándar (CE): las ratas se criaron en condiciones estándar de estabulación, es 

decir, en jaulas de tamaño 500 x 280 x 140 mm con 4 animales por jaula.  

 
 Entorno enriquecido (EE): las ratas se criaron en jaulas de un tamaño mayor que las estándar 

(720 x 550 x 300 mm) con 8 animales por jaula, dotadas de objetos de diferentes tamaños y 

colores (túneles, refugios, juguetes y plataformas) que se cambiaban cada 2 días y acceso libre 

a una rueda de ejercicio.  

Las condiciones de cría de cada grupo experimental se detallan en apartado 4.4 (Fig. 9). 

 

4.3. Procedimiento quirúrgico 
 

Con el fin de inducir la sobreexpresión de α-sinucleína (α-sin), los animales fueron sometidos 

a una inyección estereotáctica bilateral de un adenovirus (AAV) en la SNpc.  

Para ello, los animales fueron anestesiados con isoflurano (4% para la inducción y 1,5-2% para 

el mantenimiento), suministrado por Ecuphar, y colocados en el marco estereotáctico (David 

Kopf® Instruments, Turunga, California, EEUU, modelo 957). Posteriormente, se realizó una 

incisión en el cuero cabelludo y se expuso el cráneo. Las coordenadas estereotácticas utilizadas 
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fueron AP= -5,3 mm, µ= -2,0 mm, DV= -7,2 (en relación con bregma). Los animales fueron 

inyectados con 1 µl de vector viral (rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-WPRE o rAAV9-CMVie/SynP-WPRE) 

con título viral de 1,07 x 1013 gcp/ml. Las inyecciones se llevaron a cabo utilizando un capilar de 

vidrio para reducir el daño tisular, a una velocidad de inyección de 0,125 µl por minuto. Después 

de completar la infusión, la aguja de la jeringa se mantuvo durante 5 minutos adicionales para 

permitir así la difusión del vector viral en las coordenadas de inyección. Una vez transcurrido este 

tiempo, la aguja fue retirada lentamente. Para facilitar la recuperación de los animales, se les 

administró meloxicam (2 mg/kg) y solución salina (0,9%, 10 ml/kg) (Sigma-Aldrich). Los AAVs se 

diluyeron en solución salina al 0,9% el día del procedimiento quirúrgico para alcanzar la 

concentración adecuada. 

 

4.4. Grupos experimentales 
 

En primer lugar, para estudiar el efecto de la sobreexpresión de la α-sin, los animales fueron 

divididos en los siguientes grupos experimentales en función de la administración del vector viral:  

 Control CE: animales que no recibieron inyección estereotáctica y fueron criados en 

condiciones estándar (n=36). 

 Sham CE: animales inyectados bilateralmente con el vector viral vacío rAAV9-CMVie/SynP-

WPRE a las 8 semanas de edad y criados en condiciones estándar (n=36). 

 α-syn CE: animales que recibieron bilateralmente el constructo viral rAAV9-CMVie/SynP-

wtsyn-WPRE a las 8 semanas de edad y criados en condiciones estándar (n=36). 

A su vez, para determinar el grado de neurodegeneración inducido por la sobreexpresión de 

α-sin, estos grupos se subdividieron en tres bloques en función del tiempo transcurrido desde la 

inyección estereotáctica hasta el sacrificio, manteniendo a los animales durante 1 mes (n=12), 2 

meses (n=12) y 4 meses (n=12) después de la administración del virus (Fig. 9).  

Una vez estudiados los efectos de la sobreexpresión de α-sin en animales criados en CE, se 

escogió la edad de dos meses postinyección para aplicar una estrategia neuroprotectora. Para 

ello, se formaron tres grupos experimentales adicionales en los que los animales fueron criados 

en un entorno enriquecido (EE) durante 2 meses después del procedimiento quirúrgico. De esta 

forma, se estudió el efecto del EE sobre la degeneración inducida por la sobreexpresión de α-sin 

(Fig. 9):   

 Control EE: animales que no recibieron inyección estereotáctica y criados en condiciones de 

entorno enriquecido a partir de las 8 semanas de edad (n=12). 
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 Sham EE: animales que, a la edad de 8 semanas, recibieron una inyección bilateral con el 

vector viral vacío rAAV9-CMVie/SynP-WPRE, y alojados en jaulas de entorno enriquecido a 

partir de las 8 semanas de edad (n=12).  

 α-syn EE: animales que, a la edad de 8 semanas, recibieron una inyección bilateral con el 

vector viral rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-WPRE, y alojados en jaulas de entorno enriquecido a 

partir de las 8 semanas de edad (n=12).  

Los grupos experimentales criados en EE se utilizaron para comparar los resultados con los 

animales de 16 semanas (2 meses postinyección) que se criaron en CE, es decir, en este caso sólo 

se estudió una única edad (Fig. 9). 

 

Figura 9. Cronograma del diseño experimental. Representación esquemática de todos los grupos experimentales 

estudiados, así como de las pruebas realizadas en cada punto temporal analizado. La inyección bilateral del adenovirus 

se llevó a cabo en animales de 8 semanas de edad. Posteriormente, el test de comportamiento y el análisis histológico 

se realizaron 1 mes, 2 meses y 4 meses postinyección. El estudio molecular se llevó a cabo en animales criados en 

condiciones estándar (CE) y entorno enriquecido (EE), 2 meses después de la inyección del virus.  

 

4.5. Pruebas comportamentales 

 
Para realizar las pruebas de comportamiento, se emplearon entre 10 y 12 animales por cada 

grupo experimental. Las evaluaciones conductuales se realizaron a distintos tiempos desde la 

inyección estereotáctica, concretamente 1 mes, 2 meses y 4 meses después de la administración 

del virus (Fig. 9). Esta distribución temporal nos permitió estudiar los cambios motores ocurridos, 

debidos tanto a la sobreexpresión de α-sin, como a la posible lesión inducida por el procedimiento 

quirúrgico, y sus variaciones a lo largo del tiempo.  
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Por otro lado, se pudo analizar el efecto de la cría en EE tras la sobreexpresión de α-sin. Los 

animales que formaban parte de los grupos de EE permanecieron en el mismo entorno durante 

las pruebas de comportamiento. 

 

4.5.1. Prueba de Campo Abierto (OF) 

 
La actividad locomotora espontánea se midió en una arena de campo abierto (Fig. 10). La 

detección de la actividad fue completamente automatizada utilizando un software diseñado a 

medida llamado Actitrack (Panlab, España). Este dispositivo constaba de una arena cuadrada (44 

x 44 x 35 cm) construida con Plexiglás y equipada con marcos paralelos provistos de haces 

infrarrojos para una detección precisa de los movimientos de los animales. El software permitía la 

división del suelo de la arena en dos cuadrados, para distinguir las áreas central y periférica.  

Para realizar el test, cada rata se colocó en el centro de la arena y su actividad fue registrada 

durante un periodo de 10 minutos. Se cuantificó la actividad global, la locomoción, la distancia 

recorrida, la velocidad media y los movimientos rápidos y lentos. Para el análisis del nivel de 

ansiedad de los animales, el suelo se dividió en dos cuadrados que permitieron la definición de 

áreas centrales y periféricas. Esta división permitió cuantificar la distancia relativa en la zona 

central utilizando la siguiente fórmula: 100 x [distancia total recorrida en el centro / distancia total 

recorrida en la periferia]. Después de cada prueba, se limpió la cámara utilizando alcohol de 96º. 

Cada animal fue sometido a pruebas en tres ocasiones, 1, 2 y 4 meses después de la lesión.  

 

 

Figura 10. Prueba de Campo Abierto para medir la actividad locomotora. (a) Aparato Actitrack. (b) Representación 

esquemática de la vista superior de las regiones central y periférica. 
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4.5.2. Representación de mapas de calor 

 

Durante la realización del test de campo abierto con los animales sacrificados 2 meses 

después del procedimiento quirúrgico, se realizaron grabaciones para la realización de mapas de 

calor. Los videos fueron grabados con una cámara modelo Yolansin, con una resolución 4 K y 60 

fotogramas por segundo, durante 10 minutos. La cámara se montó en un trípode para facilitar su 

posicionamiento sobre la arena de la prueba de Campo Abierto. Los archivos de video, en formato 

MP4, fueron analizados fotograma a fotograma utilizando el módulo de Seguimiento de Ubicación 

de la plataforma de código abierto ezTrack, implementado en Jupiter Notebook (Python) para el 

software Windows 10 (Pennington et al., 2019). A través de este módulo de seguimiento de 

ubicación, se calculó la cantidad de tiempo que el animal pasaba recorriendo la jaula, así como la 

distancia recorrida. Posteriormente, el software utilizó tanto el tiempo como los datos de distancia 

para generar mapas de calor en el área de la arena. De esta manera, se pudo observar la 

trayectoria de cada animal en un único gráfico durante los 10 minutos de la prueba.  

Los mapas de calor muestran el seguimiento del animal en un gráfico bidimensional con una 

escala de colores (de azul a rojo). El color azul oscuro representa la falta de movimientos, mientras 

que la transición de azul claro a rojo, pasando por verde, amarillo y naranja, representa el 

aumento progresivo de tiempo y distancias en la arena de la Prueba de Campo Abierto. 

 

4.6. Ensayos de inmunohistoquimia e inmunofluorescencia  

 

Del un total de 144 ratas, se emplearon 72 animales para realizar el análisis 

inmunohistoquímico, es decir, 6 animales por cada condición experimental. 

 

4.6.1. Procesamiento del material para estudios histológicos 

 

Una vez finalizadas las pruebas de comportamiento, las ratas fueron anestesiadas 

intraperitonealmente mediante la administración de pentobarbital (50 mg/kg). A continuación, 

fueron perfundidas transcardiacamente mediante una solución de lavado compuesto por suero 

fisiológico (cloruro sódico al 0,9%) con el fin de limpiar los hematíes del sistema vascular. Después 

del lavado, se empleó la una solución de fijación compuesta por paraformaldehído al 4% en 

tampón fosfato salino (PBS) 0,1 M (pH 7,4). Tanto el lavado como la fijación se llevaron a cabo con 

una bomba de perfusión, a una presión constante de 12 mmHg.  
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Posteriormente, se procedió a la extracción de los cerebros de los animales, que se 

mantuvieron sumergidos en la misma solución de fijación durante 24h a una temperatura de 4°C. 

Al día siguiente, los cerebros se introdujeron en una solución de sacarosa al 30% y se mantuvieron 

a 4°C hasta su total hundimiento. Una vez criopreservados, los cerebros se utilizaron para la 

obtención de cortes gruesos. 

Para la obtención de las secciones coronales cerebrales se realizaron cortes seriados con un 

grosor de 40 μm, utilizando un microtomo de congelación (Leica, Wetzlar, Alemania). Estas 

secciones fueron preservadas a -20°C en una solución de crioprotección (30% de etilenglicol y 26% 

de glicerol en PBS 0,1 M). 

 

4.6.2. Inmunofluorescencia 

 

La sobreexpresión de α-sin, su capacidad de difusión en el cerebro, la agregación a través de 

la fosforilación, y la coexpresión de la misma con las neuronas dopaminérgicas y/o las células 

gliales, se estudiaron mediante ensayos de inmunofluorescencia.  

Para ello, los pasos que se siguieron fueron los siguientes: primero, se realizaron dos lavados 

de los cortes coronales con PBS 0,1 M durante 5 minutos cada uno. Después, las secciones fueron 

sometidas a un proceso de bloqueo utilizando PBS 0,1 M que contenía un 5% de albúmina sérica 

bovina (BSA) a temperatura ambiente durante una hora. Posteriormente, las secciones se 

incubaron durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 1) 

diluidos en PBS 0,1 M y 0,5% de BSA.  

Al día siguiente, se realizaron tres lavados adicionales de 5 minutos cada uno utilizando PBS 

0,1 M. Posteriormente, se procedió a la incubación de las secciones con los anticuerpos 

secundarios, durante 1 hora. Tras esta incubación, se realizaron tres lavados de 5 minutos cada 

uno. Finalmente, las secciones se montaron utilizando medio de montaje Vectashield (Vector 

Labs, Peterborough, Reino Unido).  
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Tabla 1. Concentraciones y referencias de los anticuerpos empleados en los ensayos de inmunofluorescencia. 

Anticuerpos primarios   

Rabbit anti-TH 1:1000 Ref:  AB152, Abcam, Reino Unido 

Mouse anti-TH 1:1000 Ref: AB5280, Abcam, Reino Unido 

Mouse anti-α-sin 1:20000 Ref: AB27766, Abcam, Reino Unido 

Rabbit anti-p-α-sin 1:1000 Ref: AB51253, Abcam, Reino Unido 

Rabbit anti-Iba-1 1:1000 Ref: AB178846, Abcam, Reino Unido 

Rabbit anti-GFAP 1:1000 Ref: G-3893, Sigma-Aldrich, Alemania 

Anticuerpos secundarios   

Anti-rabbit Alexa Fluor 488  1:400 Ref: A11008, Invitrogen, Massachusetts, EEUU 

Anti-mouse Alexa Fluor 488 1:400 Ref: A11001, Invitrogen, Massachusetts, EEUU 

Anti-rabbit Alexa Fluor 594 1:400 Ref: A11012, Invitrogen, Massachusetts, EEUU 

Anti-mouse Alexa Fluor 594 1:400 Ref: A11005, Invitrogen, Massachusetts, EEUU 

 

 

4.6.3. Inmunohistoquimia 

 

El efecto de la sobreexpresión de α-sin y de la intervención quirúrgica en las neuronas 

dopaminérgicas de la vía nigroestriatal fue estudiado mediante inmunohistoquimia frente al 

antígeno tirosina hidroxilasa (TH). Estos ensayos se llevaron a cabo en animales criados en 

condiciones estándar 1, 2 y 4 meses después de la inyección, así como en los animales criados en 

entorno enriquecido, para determinar el efecto neuroprotector del mismo. Por otro lado, se 

realizó la inmunohistoquimia frente a Nrf-2, un factor de transcripción implicado en la reducción 

del estrés oxidativo y del deterioro de la función mitocondrial. Por último, se realizó la 

inmunodetección de marcadores gliales (GFAP e IBA-1) para llevar a cabo un estudio cualitativo 

de la respuesta glial en los distintos grupos experimentales estudiados.  

El protocolo utilizado consistió en la realización de dos lavados de las secciones con PBS 0,1 

M durante 5 minutos cada uno, seguidos de una incubación de 20 minutos en una solución de 

H2O2 al 3%, para eliminar la actividad de la peroxidasa endógena. Tras tres lavados adicionales, se 

realizó el bloqueo utilizando suero de caballo normal al 5% (NHS) en PBS 0,1 M con Tritón X-100 

al 0,5% (PBS-TX) durante 1 hora. Posteriormente, las secciones se incubaron en la misma solución 

de bloqueo junto con los anticuerpos primarios correspondientes, a una temperatura de 4°C 

durante toda la noche (Tabla 2). 
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Al día siguiente, tras realizar otro ciclo de lavados, las secciones se incubaron con anticuerpos 

secundarios (Tabla 2) a temperatura ambiente en una solución de PBS-TX durante 1 hora. 

Posteriormente, después de tres lavados de 5 minutos con PBS 0,1 M, las secciones se incubaron 

con el Complejo Avidina-Biotina (kit Vectastain Elite ABC, Vector Laboratories). El revelado se 

realizó utilizando la especificidad de la reacción de peroxidasa en presencia del cromógeno 3,3´-

diaminobenzidina (DAB, Ref: D5637, Sigma-Aldrich, España) y H2O2 como sustrato de peroxidasa. 

Por último, las secciones se montaron y se dejaron secar al aire durante 48 horas, para 

posteriormente, incluirlas en xilol durante 2 horas y proceder a cubrirlas utilizando medio de 

montaje de resina sintética DPX (Ref: 06522, Sigma-Aldrich, España). 

 

Tabla 2.  Concentraciones y referencias de los anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunohistoquimia. 

Anticuerpos primarios   

Rabbit anti-TH 1:1000 Ref:  AB152, Abcam, Reino Unido 

Rabbit anti-Nrf-2 1:2000 Ref: AB62352, Abcam, Reino Unido 

Rabbit anti-Iba-1 1:1000 Ref: AB178846, Abcam, Reino Unido 

Rabbit anti-GFAP 1:1000 Ref: G-3893, Sigma-Aldrich, Alemania 

Anticuerpos secundarios   

Horse anti-rabbit igG  1:200 
Ref: PK-6200, Vectastain ABC Kit, Vector 
Laboratories, EEUU 

 

 

4.7. Procedimientos de cuantificación para los ensayos inmunohistoquímicos 
 

4.7.1. Estereología 

 

La estereología es un método de cuantificación no sesgada que ha sido empleado para 

estimar el número de células inmunorreactivas para TH y Nrf-2 en la SNpc (Fig. 11). Para 

determinar los límites de área dentro de la región de la SNpc, se utilizó el atlas estereotáctico de 

Paxinos y Watson.  
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Figura 11. Selección de las áreas para la cuantificación estereológica. (A) Cerebro de rata representando el plano de la 

región de interés. (B) Sección coronal de la SNpc sombreada en azul.  

 

Se empleó el sistema de análisis de imágenes Mercator (Explora-Nova, La Rochelle, Francia) 

junto con una cámara digital conectada a un microscopio Olympus BX51, que dispone de un 

escenario motorizado de tres ejes (Fig. 12). El método del fraccionador óptico consiste en estimar 

el número total de células a partir del número de células muestreadas dentro de un conjunto de 

espacios de conteo virtual equidistantes en las direcciones X, Y y Z, sin ningún sesgo. Para calcular 

el número total de células, se empleó la siguiente fórmula: N = ΣQ x (1/ssf) x (1/asf) x (1/hsf), 

donde Q representa el número real de células contadas en una muestra, y N es la estimación total 

de células. En este estudio, el factor de muestreo de secciones (ssf) fue de 1/12. 

 

Figura 12. Ejemplo de sistema estereológico para cuantificación estereológica no sesgada. 

 

Las regiones de interés se delimitaron con un objetivo de 4x. Dependiendo de la zona 

analizada (SNpc o SNpr) se emplearon diferentes tamaños de cuadrícula y marco de conteo (Tabla 

3), incorporando una zona de protección del 5%. La cuantificación de células inmunopositivas se 

realizó con un objetivo de 40x, y se aplicaron las pautas del conteo estereológico, es decir, en 
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total, se examinaron alrededor de 7-8 secciones por cada animal. Las estimaciones de volumen se 

calcularon mediante el método de Cavalieri.  

Para estimar la longitud de las fibras estriatales, también se aplicó el método del 

Fraccionador, pero en este caso, se sustituyeron los disectores ópticos por "spaceballs" (disectores 

esféricos). Los detalles de los criterios de muestreo se encuentran resumidos en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Valores de asf utilizados para la estimación del número y la longitud utilizando el Método del Fraccionador. 

asf, fracción de muestreo de área; TH, tiroxina hidroxilasa; Nrf-2, Factor 2 relacionado con el factor nuclear E2; SNpc, 

substantia nigra pars compacta; SNpr, substantia nigra pars reticulata.; r, radio del Spaceball. 

Marcador Región Dimensiones del marco de conteo (µm) Espaciado (µm) 

TH SNpc 50 x 50 70 x 70 

TH SNpr r = 30 450 x 450 

Nrf-2 SNpc 50 x 50 70 x 70 

 

En la fase inicial del análisis, empleada para establecer los parámetros de conteo, 

determinamos que la contribución del error estándar de la media (SEM) a la varianza total 

observada fue inferior al 20%. Esto se evaluó mediante la relación CE2/CV2, en la que CE2 

representa la variabilidad de las estimaciones estereológicas y CV2 refleja la variabilidad biológica. 

Por lo general, cuando esta relación es inferior a 0,5, se considera que las estimaciones 

estereológicas son suficientemente precisas, lo que indica que el enfoque de muestreo fue 

adecuado. 

 

4.7.2. Densitometría óptica  

 

Para determinar el alcance de la denervación dopaminérgica inducida por la sobreexpresión 

de α-sin, se realizó un análisis de densidad óptica (DO) en el estriado. Con este fin, se digitalizaron 

secciones coronales del estriado de todos los grupos experimentales utilizando un escáner EPSON 

V700 a una resolución de 6400 puntos por pulgada (ppp). En cada sección, se delimitó la región 

del estriado dorsal y se comparó la DO promedio del hemisferio con la corteza, que se utilizó como 

referencia de fondo. Las imágenes se analizaron utilizando el software FIJI (Schindelin et al., 2012). 
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4.7.3. Cuantificación de la superficie ocupada por las degeneraciones axonales (“axonal 

swellings”) 

 

Se realizó una semi-cuantificación de la inmunohistoquimia TH+ para medir el área ocupada 

por los agregados proteicos que son indicadores de la degeneración axonal en el estriado de los 

animales del grupo α-sin. Esta cuantificación se llevó a cabo en los distintos puntos temporales 

analizados de los animales criados en CE y en EE.  

Para ello, se adquirieron tres imágenes del estriado de cada animal utilizando un microscopio 

óptico (Motic; Serie BA410E, Microscopio Biológico) conectado a una cámara digital (Motican 

1080BMH) con un objetivo de 20x. Posteriormente, se procedió a medir el área positiva ocupada 

por los agregados axonales, respecto al área total (mm2) en cada una de las imágenes obtenidas. 

La herramienta de análisis utilizada fue el software Image J (NIH). 

 

4.8. Western blot 

 

Con el fin de relacionar los cambios observados a nivel comportamental y morfológico con 

cambios a nivel molecular, se llevó a cabo la técnica del Western blot (WB). Este análisis se realizó 

con muestras correspondientes a las áreas de SN y estriado de los animales sacrificados 2 meses 

después de la inyección del virus, criados tanto en CE como en EE.  Se emplearon 6 animales por 

cada grupo experimental estudiado.  

 

4.8.1. Procesamiento del material para el Western blot 

 

Después de anestesiar a las ratas con una inyección intraperitoneal de pentobarbital (100 

mg/kg), los animales fueron decapitados, para posteriormente realizar una craniectomía. Tras 

extraer los cerebros, se llevó a cabo la disección de los mismos y obtener así, las secciones del 

estriado y de la SN.  

El tejido resultante se transfirió a tubos eppendorf para su homogenización. Se emplearon 

aproximadamente 60 μl de buffer de lisis frío por cada 1 mg de tejido. Cada ml de este buffer de 

lisis contenía 15 μl de inhibidor de proteasas (Ref: P3840, Sigma-Aldrich, España). Después de la 

homogeneización, las muestras se conservaron en hielo durante 30 minutos, antes de ser 

sometidas a una centrifugación de 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C en una microcentrífuga. 

Se extrajo el líquido sobrenadante que contenía las proteínas de las áreas de interés, y se colocó 
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en un nuevo tubo conservado en hielo, mientras que el precipitado se desechó. Las muestras se 

almacenaron a -80°C para su posterior utilización. 

 

4.8.2. Ensayo de Bradford para cuantificación de proteínas 

 

Para determinar la concentración de proteínas en cada lisado de tejido, se realizó la prueba 

de Bradford. Se pipetearon soluciones de H2O y muestras, y se colocaron en tubos de ensayo 

siguiendo las indicaciones de la Tabla 4. Posteriormente, se añadió el reactivo de tinción (Ensayo 

de proteínas Bio-Rad, Ref: 5000006, Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) a cada uno de ellos. Las 

muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. El contenido de cada tubo se 

distribuyó en 3 pocillos de una microplaca (250 μl en cada uno), y se procedió a medir la 

absorbancia, tanto de los estándares, como de las muestras desconocidas, utilizando un 

fluorímetro (Ref: Sinergy HT, Biotek Instruments, Inc, Reino Unido). Este procedimiento se llevó a 

cabo antes de que transcurriera una hora desde el inicio del proceso. 

 

Tabla 4. Ensayo de Bradford. Concentración de proteínas estándar y desconocidas utilizadas para determinar la 

cantidad de proteína en los lisados de tejido. 

 H2Od Reactivo  tinción BSA (1 µg/µl) 

Blanco 800 µl 200 µl -- 

5 795 µl 200 µl 5 µl 

10 790 µl 200 µl 10  µl 

15 785 µl 200 µl 15 µl 

20 780 µl 200 µl 20 µl 

25 775 µl 200 µl 25 µl 

30 770 µl 200 µl 30 µl 

35 765 µl 200 µl 35 µl 

40 760 µl 200 µl 40 µl 

45 755 µl 200 µl 45 µl 

50 750 µl 200 µl 50 µl 

Muestra 800 µl 200 µl 1 µl de muestra 
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4.8.3. Electroforesis 

 

Para la preparación de las muestras a cargar, se calculó la cantidad necesaria de cada una de 

ellas teniendo en cuenta la concentración de proteína obtenida en el ensayo de Bradford. Cada 

muestra se mezcló con 5 μl de Buffer de Muestra 4x y se ajustó el volumen final a 20 μl con H2O. 

Posteriormente, las muestras se hirvieron durante 10 minutos, seguido de una breve 

centrifugación de 30 segundos. Tras colocar el gel en la cubeta de electroforesis, se cargó la misma 

cantidad de proteínas en todas las calles de los geles de poliacrilamida empleados (Geles 

preformados Criterion™ TGX™ del 12%, Bio-Rad, España). Junto con las muestras, se cargó un 

marcador de peso molecular (Escalera de proteínas Fisher BioReagents™ EZ-Run™ prestain, Fisher 

Scientific, España). La electroforesis se realizó a 200 V (Fig. 13).  

 

4.8.4. Transferencia de proteínas desde el gel a la membrana 

 

La transferencia semi-húmeda se llevó a cabo utilizando el sistema de transferencia Trans-

Blot® Turbo™ (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Se realizó durante 7 minutos a una intensidad 

constante de 2,5 A, con un voltaje máximo de 25 V. Para ello se utilizaron membranas de 

polivinilideno difluoruro (PVDF) (Paquetes de Transferencia Trans-Blot® Turbo™ Midi PVDF, Ref: 

1704157, Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) (Fig. 13). 

 

Figura 13. Materiales empleados en procedimiento de Western blot. 

 
 

4.8.5. Inmunoblotting  

 

Las membranas se bloquearon durante 2,5 horas a temperatura ambiente, empleando un 

tampón de bloqueo (tampón de solución salina tris-bicarbonato de sodio (TTBS) + 5% de leche en 

polvo). Posteriormente, se procedió a incubarlas durante toda la noche a 4ºC con las diluciones 

apropiadas de anticuerpo primario (Tabla 5) en un medio de TTBS + 5% de BSA. Al día siguiente, 
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las membranas se lavaron 3 veces con TTBS, cada lavado con una duración de 5 minutos, y se 

incubaron con el anticuerpo secundario conjugado en un tampón de bloqueo que contenía un 1% 

de BSA (Tabla 5) a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuación, se realizaron 3 lavados 

de 5 minutos cada uno. Para detectar la señal, se empleó la quimioluminiscencia mejorada (Ref: 

34076, SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate, Fisher Scientific, España). 

La información detallada sobre las soluciones y tampones se puede encontrar en el Apéndice 

1.  

 

Tabla 5. Concentraciones y referencias de los anticuerpos empleados en los ensayos de western blot.  

Anticuerpos primarios   

Rabbit anti-phospho-p44/42 

MAPK (Erk 1/2) (Thr 202/204) 
1:1000 Ref: 9101, Cell Signaling Technology Inc, EEUU 

Rabbit anti-p44/42 MAPK (Erk 1/2) 1:1000 Ref: 9102, Cell Signaling Technology Inc, EEUU 

Rabbit anti-phospho-TrkB (Tyr 706) 1:250 Ref: sc-135645, Santa Cruz Biotechnology Inc, España 

Rabbit anti-TrkB (794) 1:1000 Ref: sc-12, Santa Cruz Biotechnology Inc, España 

Rabbit anti-BDNF 1:2000 Ref: NBP1-46750, Novus Biologicals, EEUU 

Rabbit anti-NF-κB 1:1000 Ref: SAB4502615, Sigma-Aldrich, España 

Rabbit anti-GDNF 1:1000 Ref: ab176564, Abcam, España 

Rabbit anti-actina 1:2000 Ref: A2066, Sigma-Aldrich, España 

Rabbit anti-β-tubulina 1:1000 Ref: ab15568, Abcam, España 

Anticuerpos secundarios   

Anti-rabbit IgG HRP conjugate 1:15000  Ref: A-6154, Sigma-Aldrich, España 

 

 

4.8.6. Adquisición y análisis de datos 

 

Las imágenes se adquirieron mediante el sistema de imágenes ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad, 

Hercules, CA), y para la cuantificación de la densidad óptica, se empleó el software Image Studio 

Digits 3.1 (LI-COR Biotechnology, Cambridge, Reino Unido).  

Después de obtener la imagen del WB, se trazó un rectángulo estrecho y la intensidad de la 

señal dentro de este rectángulo se empleó como representación del contenido total de proteínas 

de esa muestra. La intensidad promedio en las regiones superior e inferior se utilizó para la 

detección del fondo. La señal de la proteína de interés se normalizó respecto a una proteína de 

control única, como la actina o la β-tubulina, que se encuentra en niveles constantes en todas las 
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muestras. Para garantizar la precisión en los resultados cuantitativos, tanto la proteína de interés 

de cada individuo en cada grupo, como sus respectivos controles de carga, fueron detectados en 

el mismo WB. 

 

4.9. Análisis estadístico y preparación de figuras 

 

En primer lugar, se realizó el test de Kolmogorv-Smirnov para examinar la distribución normal 

de los datos obtenidos y el test de Levene para la homogeneidad de las varianzas. Las diferencias 

significativas entre los grupos experimentales de los animales criados en condiciones estándar en 

cada punto temporal estudiado, se evaluaron mediante el análisis de la varianza (ANOVA) de una 

vía con las correcciones posthoc de Tukey para las varianzas homogéneas, o Tamhane T2 para 

varianzas heterogéneas (SPSS Statistics 29.0, IBM, España).  

El análisis para evaluar la progresión temporal, tanto a nivel conductual, como morfológico, 

se llevó a cabo utilizando R Studio (versión 01.07.2022). En el caso de los datos obtenidos en el 

test conductual, se ajustaron modelos lineales de efectos mixtos para tener en cuenta la 

correlación intraanimal mediante los paquetes lme4 y lmerTest. Los efectos fijos incluyeron el 

tiempo transcurrido desde la cirugía y el grupo, con una intercepción aleatoria para los animales. 

Para examinar las diferencias en la progresión de los parámetros del OF entre grupos, se introdujo 

un término de interacción entre el tiempo y el grupo. Por otro lado, se aplicaron análisis de 

regresión lineal multivariante para evaluar los cambios inmunohistoquímicos en la reactividad a 

la TH a lo largo de los meses posteriores a la cirugía. Este análisis difirió del anterior dado que se 

consideraron muestras independientes de animales en cada punto temporal. Al igual que en el 

análisis conductual, los predictores independientes incluyeron el tiempo, el grupo y el término de 

interacción entre el tiempo y el grupo. 

Para determinar el efecto de la cría en EE sobre los síntomas motores y los cambios 

morfológicos y moleculares inducidos por la sobreexpresión de α-sin, se realizó un ANOVA de 3 

vías, definiendo como factores el entorno, la sobreexpresión de α-sin y la realización del 

procedimiento quirúrgico (SPSS Statistics 29.0, IBM, España). Mediante este análisis se analizaron 

los efectos significativos de cada factor de forma independiente, así como la significancia de la 

interacción entre los distintos factores. En el caso de los datos obtenidos con la semicuantificación 

de los agregados axonales en el estriado de los animales del grupo α-sin, se realizó un t-test (SPSS 

Statistics 29.0, IBM, España).  
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El coeficiente de correlación de Pearson se llevó a cabo para analizar la relación estadística 

entre dos variables continuas: por un lado, entre la actividad locomotora y el peso, en el caso de 

los animales criados en CE en los 3 puntos temporales analizados, por otro lado, entre las variables 

de DO y la cuantificación de las degeneraciones axonales en el estriado de animales criados en CE 

y EE, 2 meses después de la inyección del virus.  

Por último, el hecho de que los animales utilizados para cuantificaciones morfológicas y para 

el análisis de WB fueran diferentes, limita la posibilidad de realizar análisis estadísticos que 

correlacionen los hallazgos histológicos con alteraciones moleculares. Esto se debe a que los 

análisis de correlación requieren que ambas variables continuas se midan en el mismo individuo 

(o animal). Como una aproximación cuantitativa para explorar la asociación entre ambas, se 

realizó un análisis de correlación de medias grupales de la siguiente manera. En primer lugar, se 

calculó la media grupal para cada una de las variables histológicas cuantificadas, así como la media 

grupal de diferentes moléculas evaluadas mediante WB. De esta forma, se obtuvieron 6 valores 

por cada variable (un valor por cada grupo experimental). En segundo lugar, se realizó un análisis 

de correlación de Pearson, de forma que se pudo cuantificar el grado de asociación entre la media 

grupal de una variable histológica (por ejemplo, densidad óptica de TH+ en estriado) con una 

variable molecular (por ejemplo, BDNF). 

Se consideraron como estadísticamente significativas aquellas diferencias que presentaron 

valores p inferiores a 0,05. Los resultados se presentan en forma de media acompañada de su 

error estándar (SEM) (media ± SEM). Los valores medios y las desviaciones estándar del análisis 

estereológico se encuentran detallados en el Apéndice 2. 

 

Las imágenes de las secciones de inmunohistoquimia fueron capturadas utilizando un 

microscopio Olympus BX41. Las imágenes de inmunofluorescencia se obtuvieron mediante un 

microscopio confocal (Zeiss LSM800). En este último caso, para la obtención de imágenes de 

superficies más extensas, se utilizó la capacidad tridimensional del microscopio confocal. Se 

escaneó el haz sobre un volumen para recopilar una pila de imágenes y desplazar el escenario a 

campos de visión consecutivos. Estas pilas de imágenes se ensamblaron para obtener una imagen 

de mayor extensión. En ambos casos, las imágenes se procesaron mediante el software GIMP 

2.10.24. Por último, para la creación de los gráficos, se empleó el software Prism 8 de GraphPad 

(La Jolla, CA, EE. UU.). 
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BLOQUE I: Validación del modelo experimental de la enfermedad de Parkinson 

 

5.1. Efecto de la sobreexpresión de la α-sinucleína sobre la actividad motora  
 

El estudio del efecto de la sobreexpresión de α-sin sobre la actividad motora se analizó 

mediante el test de campo abierto (OF, por sus siglas en inglés).  

En primer lugar, en este apartado analizamos si la sobreexpresión de α-sin tiene un efecto 

diferente sobre las variables motoras analizadas respecto a los grupos control y sham en cada uno 

de los puntos temporales estudiados, realizando un ANOVA de una vía (Fig. 14).  

El grupo α-sin mostró una actividad general menor en comparación con los grupos control y 

sham a 1 mes (control = 2120,20 ± 136,74, sham = 2402,73 ± 149,92, α-sin = 1905,04 ± 126,06), 2 

meses (control= 2120,20 ± 136,74, sham= 2098,40 ± 143,32, α-sin = 1570,05 ± 130,60), y 4 meses 

(control= 1654,70 ± 96,82, sham = 1445,80 ± 69,21, α-sin = 1372,16 ± 98,56) tras la inyección del 

virus. Estas diferencias fueron estadísticamente significativas entre los grupos α-sin y sham, 1 y 2 

meses después de la inyección (p= 0,029 y p= 0,018 respectivamente), y entre los grupos α-sin y 

control a 2 meses (p= 0,020) (Fig. 14A). 

En cuanto a la locomoción, la tendencia observada fue similar. El grupo α-sin mostró una 

actividad locomotora reducida en todos los puntos temporales analizados (1 mes, control= 

1895,30 ± 123,26, sham= 2167,40 ± 133,05, α-sin= 1718,21 ± 111,50; 2 meses, control= 1900,40 ± 

121,34, sham= 1828,13 ± 125,24, α-sin = 1381,94 ± 112,91; 4 meses, control= 1469 ± 89,91, sham= 

1273 ± 61,51, α-sin = 1213 ± 76,34). Las diferencias fueron estadísticamente significativas respecto 

al grupo sham a 1 mes (p= 0,007) y respecto a los grupos control (p= 0,009) y sham (p= 0,016), 2 

meses después de la inyección del virus (Fig. 14B). 

Los resultados de la distancia recorrida (cm) indicaron que el grupo α-sin recorrió una menor 

distancia en comparación con el resto de grupos experimentales en los tres puntos temporales 

analizados (1 mes, control= 5551 ± 382,20, sham= 5809 ± 526,10, α-sin= 4237 ± 385,90; 2 meses, 

control= 5553 ± 374,66, sham= 5042 ± 481,90, α-sin= 3263 ± 397,40; 4 meses, control= 4515 ± 

270,70, sham= 3853 ± 234,60, α-sin= 3505 ± 371,70). Al igual que en las variables previamente 

descritas, el grupo α-sin mostró diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo 

sham, 1 mes después de la inyección del virus (p= 0,0305), y con los grupos control y sham (p= 

0,0034 y p= 0,0112 respectivamente) a los 2 meses posteriores (Fig. 14C). 
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Figura 14. Actividad global espontánea (A), locomoción (B), distancia recorrida (C) y velocidad media (D) obtenidas 

con el test de Campo Abierto. La detección de la actividad fue completamente automatizada mediante el software 

Actitrack (Panlab, España). Los datos se representan como media ± SEM. *p<0,05, **p<0,01. El análisis de la actividad 

general a los 4 meses y la locomoción a 1 y 2 meses se evaluaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para datos no 

paramétricos. Los datos restantes fueron sometidos a un análisis mediante un ANOVA de una vía seguido por la prueba 

de Tukey como Post Hoc.  
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Finalmente, al examinar la velocidad media (cm/s), el grupo α-sin mostró la menor velocidad 

promedio, alcanzando su punto más bajo 4 meses después de la inyección (1 mes, control= 9,24 

± 0,63, sham= 9,67 ± 0,87, α-sin= 7,49 ± 0,67; 2 meses, control= 9,26 ± 0,63, sham= 8,82 ± 0,73, α-

sin= 6,00 ± 0,70; 4 meses, control= 7,53 ± 0,44, sham= 6,42 ± 0,39, α-sin= 5,85 ± 0,62). En este 

caso, se observaron diferencias significativas al comparar el grupo α-sin con el control (p= 0,012) 

y sham (p= 0,016), 2 meses después de la administración del virus (Fig. 14D). 

Por otro lado, realizamos un análisis temporal basado en modelos lineales mixtos de las 

variables previamente descritas, para poder determinar si el grupo α-sin presentaba diferencias 

respecto a los otros grupos experimentales a lo largo del tiempo (Fig. 15).  

Los resultados obtenidos mostraron que el tiempo ejerce un efecto significativo sobre la 

actividad global (p= 2,28e-8), es decir, el tiempo afecta a todos los grupos sin considerar sus 

diferencias experimentales por separado. De hecho, al comparar los resultados obtenidos a 2 y 4 

meses respecto a aquellos obtenidos a 1 mes, el grupo α-sin experimentó una reducción del 

17,58% en la actividad global, 2 meses después de la inyección del virus, y del 27,97%, pasados 4 

meses. Por otro lado, en el grupo sham, se evidenció una reducción del 14% en la actividad global 

después de 2 meses, y una disminución del 39,8%, 4 meses después de la administración del virus 

vacío. Por último, en el grupo control, no se registraron cambios al comparar los resultados 

obtenidos entre los primeros dos puntos temporales y, sin embargo, se identificó una disminución 

del 21,95% pasados 4 meses en comparación con los animales del primer mes. Por otro lado, cabe 

destacar que la evolución temporal del grupo α-sin mostró una significancia estadística en 

comparación con el grupo control (p= 0,01974), pero no en comparación con el grupo sham (Fig. 

15A).  

En lo que respecta a la actividad locomotora, el tiempo también mostró un efecto significativo 

sobre la misma (p= 1,82e-8), mostrando en el grupo α-sin una reducción del 19,57% y del 29,4%, 2 

y 4 meses después de la sobreexpresión de α-sin respectivamente, al compararlos con los 

resultados obtenidos 1 mes después. El grupo control no presentó variaciones entre los dos 

primeros puntos temporales analizados, pero, experimentó una disminución del 22,48% en la 

actividad locomotora después de 4 meses. Por el contrario, el grupo sham exhibió una reducción 

del 15,65% y del 41,26% a los 2 y 4 meses después de la inyección del virus vacío (Fig. 15B). En 

este caso, la evolución temporal del grupo α-sin también resultó estadísticamente significativa en 

comparación con el grupo control (p= 0,01917) (Fig. 15B). 

El análisis estadístico también demostró que el tiempo tiene un impacto significativo en la 

distancia recorrida (p= 4,54e-6), indicando que la distancia varía a lo largo del tiempo, sin 
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considerar los distintos grupos experimentales por separado. Concretamente, se observó una 

reducción cercana al 20%, 2 y 4 meses después de la administración del virus, en el grupo α-sin al 

compararlo con los resultados obtenidos en el primer punto temporal analizado. En el grupo 

control se mostró una reducción del 18,66% al comparar los datos obtenidos después de 4 meses 

con los del primer mes. No se observaron cambios entre los dos primeros puntos temporales 

analizados en este grupo. En relación con el grupo sham, se registró una disminución del 13,2%, 2 

meses después de la cirugía, y del 33,67% después de 4 meses (Fig. 15C). Por otro lado, al igual 

que en las variables previamente descritas, la evolución temporal del grupo α-sin fue 

estadísticamente significativa en comparación con el grupo control (p= 0,03645). 

 

Figura 15. Análisis temporal del test de Campo Abierto. Las gráficas muestran la actividad global (A), la locomoción (B), 

la distancia recorrida (C) y la velocidad media (D) de los distintos grupos experimentales a 1 mes, 2 meses y 4 meses 

tras la inyección bilateral del virus adenoasociado. La detección de la actividad fue totalmente automatizada mediante 

el software Actitrack (Panlab, España). El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo mediante Modelos Lineales 

Mixtos para analizar las variaciones de los animales a lo largo del tiempo.  

 

Por último, en relación con la velocidad media, el tiempo también tuvo un efecto significativo 

(p= 8,6e-6), evidenciando que, la velocidad media de todos los grupos varía a lo largo del tiempo, 

sin tener en cuenta sus diferencias experimentales. De manera específica, se detectó una 

disminución del 19,83%, 2 meses después de la inyección, y del 21,9% a los 4 meses, al 

compararlos con los resultados obtenidos el primer mes. En los demás grupos experimentales, se 

evidenció la misma tendencia, con una disminución del 18,5% después de 4 meses en el grupo 
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control. Además, en el grupo sham se observó una reducción del 8,73% y del 33,63% tras 2 y 4 

meses, respectivamente (Fig. 15D). Asimismo, la evolución temporal del grupo α-sin fue 

estadísticamente significativa en comparación con el grupo control (p= 0,04377) (Fig. 15D).  

Posteriormente, se realizó un análisis de correlación para estudiar la posible relación entre la 

actividad global de los animales y su peso (Fig. 16). Los animales de los grupos control y α-sin no 

presentaron una correlación significativa entre el peso y la actividad (control: r= -0,3192, p= 

0,1701; α-sin: r= -0,2732, p= 0,1304). En cambio, en el grupo sham, se observó un coeficiente de 

correlación de Pearson de -0,6465, con una significancia estadística de p= 0,0003 (Fig. 16). Estos 

resultados indicaron una relación inversa significativa entre las dos variables, un mayor peso se 

asoció con una actividad general más baja, y viceversa. 

 

 
 

Figura 16. Análisis de correlación para evaluar la relación entre la actividad global y el peso en los diferentes grupos 

experimentales. Se ha medido la dependencia lineal entre las variables peso y actividad global de los diferentes grupos 

experimentales siguiendo el coeficiente de correlación de Pearson.  

   

 

5.2. Análisis de la sobreexpresión de α-sinucleína en la vía nigroestriatal 

 

5.2.1. Colocalización de α-sin y tirosina hidroxilasa (TH)  
 

Tras la identificación de variaciones comportamentales entre los distintos grupos 

experimentales, el siguiente paso fue investigar si dichas alteraciones podían estar vinculadas a 

cambios en la expresión de α-sin. Para ello, el primer paso fue determinar si la inyección bilateral 

del virus, acometida en la SN y que contenía un promotor neuronal, daba lugar a la sobreexpresión 

de α-sin en las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra (SN). Con este fin, empleamos la 

doble inmunofluorescencia para analizar la correlación espacial entre la expresión de α-sin y TH 

en la vía nigroestriatal, tanto en la SN como en el estriado. 
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Las imágenes muestran colocalización de las neuronas TH-positivas y la α-sin, tanto en la SN 

(Fig. 17) como en el estriado (Fig. 18) de los animales del grupo α-sin, lo que indica la presencia 

de esta proteína dentro de las neuronas dopaminérgicas a lo largo del eje nigroestriatal. Por el 

contrario, no se observó ninguna colocalización entre las neuronas TH+ y la α-sin en la SN del 

grupo control y del grupo sham (Fig. 19 y 20 respectivamente). Esta ausencia de marcaje se 

extendió hasta el estriado en ambos grupos experimentales (Fig. 21 y 22). Por lo tanto, la 

sobreexpresión de α-sin asociada a la inyección bilateral del adenovirus se detectó de manera 

exclusiva en el grupo α-sin (Fig. 17 y 18). 

 

 
Figura 17. Imágenes representativas de la SN en animales del grupo α-sin. Se muestra marcaje positivo para tirosina 

hidroxilasa (TH, en verde), α-sinucleína (α-sin, en rojo) y su coexpresión (en amarillo). Barra de escala: 500 µm (objetivo 

4x) y 50 µm (objetivo 20x). 
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Figura 18. Imágenes representativas del estriado en animales del grupo α-sin. Se muestra marcaje positivo para 

tirosina hidroxilasa (TH, en verde), α-sinucleína (α-sin, en rojo) y su coexpresión (en amarillo). Barra de escala: 500 µm 

(objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x). 
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Figura 19. Imágenes representativas de la SN en los animales control. Se muestra marcaje positivo para tirosina 

hidroxilasa (TH, en verde), ausencia de marcaje para α-sinucleína (α-sin, en rojo) y ausencia de coexpresión (en amarillo). 

Barra de escala: 500 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x). 

 

Figura 20. Imágenes representativas de la SN en los animales del grupo sham. Se muestra marcaje positivo para 

tirosina hidroxilasa (TH, en verde), ausencia de marcaje para α-sinucleína (α-sin, en rojo) y ausencia de coexpresión (en 

amarillo). Barra de escala: 500 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x). 
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Figura 21. Imágenes representativas del 

estriado en los animales control. Se muestra 

marcaje positivo para tirosina hidroxilasa (TH, 

en verde), ausencia de marcaje para α-

sinucleína (α-sin, en rojo) y ausencia de 

coexpresión (en amarillo). Barra de escala: 500 

µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Imágenes representativas del 

estriado en los animales del grupo sham. Se 

muestra marcaje positivo para tirosina 

hidroxilasa (TH, en verde), ausencia de marcaje 

para α-sinucleína (α-sin, en rojo) y su 

coexpresión (en amarillo). Barra de escala: 500 

µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x). 
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 5.2.2. Colocalización de α-sin y marcadores gliales  
 

Tras verificar la capacidad de penetración del virus en las neuronas dopaminérgicas, el 

objetivo fue certificar que el promotor utilizado en nuestro modelo animal era específico de 

neuronas. Para ello, y con el fin de analizar si la expresión de α-sin se extendía a otros tipos 

celulares, llevamos a cabo una doble inmunofluorescencia empleando marcadores gliales frente 

a astrocitos (GFAP) y microglía (Iba-1).  

Los resultados obtenidos tanto en la SN como en el estriado, revelaron la ausencia de 

colocalización entre la α-sin y GFAP e Iba-1 (Fig. 23). Este resultado recalca la especificidad 

neuronal del virus empleado en nuestro modelo animal.  

 

Figura 23. Imágenes representativas de la SN y el estriado de animales que sobreexpresan α-sin. Se muestra marcaje 

positivo para GFAP e Iba-1 respectivamente en verde, α-sin, en rojo y su coexpresión (en amarillo). Barra de escala: 50 

µm. 

 

5.2.3. Análisis de la difusión de la α-sin 
 

Después de verificar la coexistencia de α-sin con TH en las neuronas dopaminérgicas de la vía 

nigroestriatal, se examinó el patrón espacial de distribución de esta proteína (Fig. 24). Mediante 

el uso de secciones cerebrales coronales seriadas, se llevó a cabo el estudio de la difusión de α-sin 

desde el lugar de inyección hacia diversas regiones cerebrales: el colículo superior y la sustancia 
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gris periacueductal en el mesencéfalo, el núcleo geniculado medial del tálamo, la corteza 

retrosplenial y la corteza prefrontal.  

 

Figura 24. Análisis de la difusión de la α-sin. Imágenes representativas de α-sin (rojo) en el colículo superior, acueducto 

mesencefálico, núcleo geniculado medial del tálamo, corteza retrosplenial y corteza prefrontal. Barra de escala: 200 

µm. 
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Las imágenes muestran una marcada y significativa sobreexpresión de la proteína α-sin en las 

áreas cerebrales analizadas. Tras el primer mes desde la intervención quirúrgica, se observó una 

variación en la expresión de α-sin en función de la distancia desde el lugar de inyección. De hecho, 

se registró una disminución en la intensidad de la expresión de α-sin a medida que aumentaba la 

distancia respecto a la SN (Fig. 24). Sin embargo, cabe destacar que la sobreexpresión de esta 

proteína se acentuó después de los 2 meses, con un ligero incremento observado a los 4 meses 

(Fig. 24). Por lo tanto, en función del tiempo transcurrido desde la inyección del virus, aumenta la 

difusión de la proteína sobreexpresada, alcanzando áreas cerebrales más alejadas, llegando 

incluso a la corteza prefrontal.  

 

5.2.4. Análisis de la expresión de la α-sin fosforilada  
 

Las modificaciones postraduccionales de la α-sin han sido descritas como elementos 

determinantes en la EP. Entre estas modificaciones, destaca la fosforilación en el residuo de serina 

129, la cual se vincula con alteraciones en las características de la α-sin, incluyendo su propensión 

a la agregación (Gorbatyuk et al., 2008), toxicidad (Kragh et al., 2009) e interacciones con otras 

proteínas (Lou et al., 2010). 

Por este motivo, tras analizar la difusión de la proteína α-sin, estudiamos la capacidad de este 

modelo para generar α-sin fosforilada (p-α-sin). En concordancia con los resultados previos 

relacionados con la α-sin, se observó un marcaje positivo exclusivamente en animales del grupo 

α-sin. Sin embargo, a diferencia de la α-sin, la p-α-sin se localizó de manera específica en el sitio 

de inyección, es decir, en la SN (Fig. 25).  

El análisis de la expresión de α-sin fosforilada en los distintos puntos temporales, mostró un 

menor marcaje para p-α-sin pasado 1 mes de la inyección del virus, seguida por un incremento 

del mismo a partir de los 2 meses, y manteniéndose más o menos constante hasta los 4 meses 

(Fig. 25). Estos hallazgos sugieren una variabilidad temporal en la expresión de p-α-sin, 

proporcionando una perspectiva sobre la evolución de este marcador en este modelo 

experimental. 
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Figura 25. Imágenes representativas de la SN en animales que sobreexpresan p-α-sin. Se muestra marcaje positivo 

para tirosina hidroxilasa (TH, en verde), α-sinucleína fosforilada (p-α-sin, en rojo) y su coexpresión (en amarillo). Barra 

de escala: 500 µm. 

 

5.3. Análisis de la degeneración dopaminérgica de la vía nigroestriatal 
 

Los efectos de la inyección de α-sin y del virus vacío en la SN fueron evaluados midiendo la 

inmunorreactividad de células TH-positivas en la vía nigroestriatal. Concretamente, se cuantificó, 

mediante estereología, la densidad de neuronas y fibras TH-positivas en la SNpc y SNpr 

respectivamente, y se midió la densidad óptica de las fibras dopaminérgicas del estriado.  

 

5.3.1. Cuantificación estereológica de neuronas dopaminérgicas en la SNpc 

 

La cuantificación estereológica de las células TH+ de la SNpc se realizó en los 3 puntos 

temporales objeto de estudio. Por un lado, se analizaron los resultados mediante un ANOVA de 

una vía para determinar si la densidad neuronal mostraba diferencias entre los distintos grupos 

experimentales. Este análisis mostró que, un 1 mes después de la administración del virus, la 

densidad de neuronas dopaminérgicas (cel/mm3) en el grupo α-sin (5240,85 ± 354,52) fue menor 

en comparación con los grupos control (6942,10 ± 334,87) y sham (6922,90 ± 658,04). Asimismo, 

pasados 2 meses, se evidenció una disminución significativa en la densidad del grupo α-sin 

(4570,44 ± 325,21) respecto a los grupos control (6373,17 ± 249,84) y sham (5715,60 ± 293,04) 

(p= 0,003 y p= 0,049 respectivamente). Esta misma tendencia se mantuvo a los 4 meses 
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postcirugía, al comparar el grupo α-sin (3730,41 ± 292,91) con los grupos control (5420,10 ± 

576,54; p= 0,031) y sham (5758,54 ± 443,72; p= 0,008) (Fig. 26A). Estos resultados cuantitativos 

se pueden observar en las imágenes histológicas representativas de cada grupo experimental (Fig. 

26B). 

Por otro lado, con el fin de examinar si la progresión temporal incide sobre la degeneración 

de las neuronas de la SNpc, y si esa degeneración difiere entre los distintos grupos experimentales, 

se llevó a cabo un análisis de regresión lineal multivariante. Este análisis demostró que el tiempo 

tiene un efecto significativo sobre la densidad de células TH+ en la SNpc (p= 0,015835) (Fig. 26C). 

Concretamente, en el grupo α-sin, se detectó una reducción del 12,79% en la densidad neuronal 

comparando los dos primeros puntos temporales, y se registró una disminución del 28,82%, 4 

meses después de la cirugía. Por otro lado, en el grupo control, se observaron reducciones del 

8,19% y del 16,82% a los 2 y 4 meses, respectivamente, al compararlos con los resultados 

obtenidos en el primer punto temporal estudiado. En cuanto al grupo sham, las disminuciones 

observadas alcanzaron aproximadamente un 17% tanto a los 2 como a los 4 meses, al compararlos 

con los resultados del primer mes (Fig. 26C). A lo largo del periodo temporal considerado, no se 

observaron diferencias significativas en la progresión de la densidad de células TH+ entre el grupo 

α-sin y los grupos control y sham. No obstante, se observó una tendencia hacia una mayor pérdida 

de reactividad de las células TH-positivas en el grupo α-sin, a pesar de que el tiempo afecta a todos 

los grupos experimentales. 

Posteriormente, analizamos si los cambios previamente descritos en la densidad de las 

neuronas TH+ de la SNpc podían estar relacionadas con variaciones en el volumen de este núcleo. 

Para ello, calculamos el volumen de la SNpc mediante el método de Cavalieri en cada uno de los 

grupos experimentales y en cada punto temporal estudiado. Un mes después de realizar la 

inyección del virus, los valores de volumen (mm3) se mantuvieron constantes en los tres grupos 

experimentales (control= 4,78 ± 0,12, sham= 4,81 ± 0,10, α-sin= 4,92 ± 0,08). Esta misma tendencia 

se observó 2 meses después de la cirugía, sin variaciones entre los tres grupos experimentales 

(control= 4,91 ± 0,27, sham= 4,81 ± 0,12, α-sin= 4,88 ± 0,27). Finalmente, 4 meses después de la 

inyección bilateral del AAV, tampoco se encontraron diferencias significativas, a pesar de que se 

observó un ligero descenso del volumen ocupado por la SNpc en el grupo α-sin (4,20 ± 0,13) al 

compararlo con el control (4,83 ± 0,25) y el sham (4,41 ± 0,08). En definitiva, los cambios descritos 

en la densidad de neuronas dopaminérgicas no están relacionados con cambios en el volumen del 

área cuantificada (Fig. 27). 
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Figura 26. Efecto de la sobreexpresión de α-sin en la degeneración neuronal de la SNpc. A) Cuantificación estereológica 

de la densidad de células TH+ en la SNpc en los diferentes grupos experimentales 1, 2 y 4 meses después de la inyección 

del adenovirus. Los datos se presentan como media ± SEM. *p<0,05 y **p<0,01. Los datos de los 4 meses posteriores a 

la cirugía se evaluaron utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, adecuada para datos no paramétricos. El resto de los datos 

fueron sometidos a un análisis mediante un ANOVA de una vía, seguido por la prueba Post Hoc de Tukey. B) 

Inmunohistoquimia para TH en el tronco encefálico de muestras representativas de los grupos control, sham y α-sin, 1, 

2 y 4 meses después de la administración del virus. Barra de escala: 1000 µm. C) Análisis temporal mediante regresión 

lineal multivariante para evaluar la pérdida progresiva de células TH+ en la SNpc. Los datos se presentan como media ± 

SEM.  

 

 

Figura 27. Análisis del volumen de la SNpc. El análisis del volumen ocupado por la SNpc se realizó en los diferentes 

grupos experimentales 1, 2 y 4 meses después de la cirugía. Los datos se presentan como media ± SEM. Los datos fueron 

sometidos a un análisis mediante un ANOVA de una vía, seguido por la prueba de Tukey como Post Hoc.   
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5.3.2. Análisis de las fibras dopaminérgicas en el estriado 
 

Para profundizar en el estudio sobre el nivel de degeneración obtenido tras la sobreexpresión 

de α-sin en la vía nigroestriatal, se cuantificó la densidad óptica de las fibras dopaminérgicas en el 

estriado. Tras realizar un ANOVA de una vía en cada punto temporal, el análisis reveló que, 1 mes 

después de la inyección del adenovirus, la densidad de fibras era similar en los tres grupos 

experimentales (control= 80,75 ± 2,62, sham= 81,85 ± 2,72, y α-sin= 80,94 ± 3,16). No obstante, 

después de 2 meses, se observó una disminución significativa en la densidad de las fibras TH+ en 

el grupo α-sin (60,92 ± 6,78) en comparación con los grupos control (83,9403 ± 2,21266) y sham 

(84,00 ± 3,48) (p= 0,027 y p= 0,020 respectivamente). Esta reducción persistió después de 4 meses 

en el grupo α-sin (53,49 ± 4,51) (control= 73,78 ± 3,70, sham= 78,62 ± 0,34) (Fig. 28A). La 

disminución en la densidad óptica de las fibras dopaminérgicas es evidente en las imágenes 

histológicas representativas de cada grupo experimental, destacando una degeneración 

pronunciada en el grupo α-sin, 2 y 4 meses después de la cirugía (Fig. 28B). 

Además de analizar las diferencias entre los grupos experimentales, realizamos una regresión 

multivariante para así poder determinar el efecto del tiempo sobre las fibras del estriado (Fig. 

28C). Los resultados mostraron que el tiempo tiene un efecto significativo sobre la densidad óptica 

del estriado (p= 2e-16). Este resultado se acompaña de una reducción de fibras del 24,73% en el 

grupo α-sin entre los dos primeros puntos temporales analizados. Esta disminución se acentuó 

ligeramente después de 4 meses, representando una pérdida del 33,90% en comparación con el 

primer mes. En el grupo control prácticamente no se produjeron variaciones en la densidad óptica 

a lo largo de los puntos temporales analizados, únicamente se cuantificó una ligera disminución 

del 8,62% entre el primer y último punto temporal. Por otro lado, en el grupo sham la reducción 

en la densidad óptica entre los animales de 4 meses y 1 mes no superó el 4%. Tanto es así que el 

análisis estadístico mostró una progresión estadísticamente diferente entre el grupo α-sin en 

comparación con el grupo sham (p= 0,046). Es decir, el tiempo afecta de manera desigual a estos 

dos grupos experimentales. En el caso del grupo control, a pesar de que no se encontraron 

diferencias significativas en la progresión, la tendencia observada es la misma que en el grupo 

sham (Fig. 28C). Por lo tanto, tanto el tiempo como la sobreexpresión de α-sin revelaron cambios 

significativos en la densidad de las fibras TH-positivas del estriado, a lo largo de los 3 puntos 

temporales analizados. 
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Figura 28. Efecto de la sobreexpresión de α-sin en la degeneración de fibras dopaminérgicas en el estriado.  A) 

Cuantificación de la densidad óptica de fibras TH+ en el estriado de los diferentes grupos experimentales 1, 2 y 4 meses 

después de la inyección del adenovirus. Los datos se presentan como media ± SEM. Estos datos fueron sometidos a un 

análisis mediante un ANOVA de una vía, seguido por la prueba de Tukey como Post Hoc.  *p<0,05. B) Inmunohistoquimia 

de TH en el estriado de muestras representativas de los grupos control, sham y α-sin, 1, 2 y 4 meses después de la 

cirugía. Barra de escala: 1000 µm. C) Análisis temporal mediante regresión lineal multivariante para evaluar la pérdida 

progresiva de fibras TH+ en el estriado. Los datos se presentan como media ± SEM. 

 

 

Por otro lado, la presencia de agregados proteicos en los axones (“axonal swelling” en inglés) 

es uno de los indicadores más recurrentes de la degeneración. Por este motivo se llevó a cabo un 

análisis de la superficie ocupada por estos agregados en el estriado de los animales del grupo α-

sin, con el fin de evaluar el estado degenerativo de cada individuo. Como se aprecia en las 

imágenes (Fig. 29A), la degeneración se intensificó a partir de los 2 meses posteriores a la 

inyección bilateral del virus, manteniéndose relativamente inalterada hasta los 4 meses. Estos 

hallazgos se encuentran respaldados por los resultados cuantitativos (Fig. 29B), donde se 

observaron diferencias significativas al comparar el grupo α-sin de 1 mes (0,17 ± 0,03) con los 

grupos de 2 (0,60 ± 0,10) y 4 meses (0,55 ± 0,03) (p= 0,017 y p< 0,001 respectivamente). 



5. Resultados   

84 
 

En este contexto, se llevó a cabo un análisis de correlación con el objetivo de contrastar la 

presencia de degeneración axonal con la densidad óptica del estriado (Fig. 29C), obteniendo un 

coeficiente de correlación de Pearson de -0,690 con una significancia de p= 0,002. Esto indica una 

relación inversa significativa entre ambas variables, es decir, una mayor densidad óptica se 

relaciona con una menor degeneración axonal y viceversa. 

 

Figura 29. Análisis de la degeneración axonal en el estriado y su relación con la densidad óptica. A) Imágenes 

representativas del estriado que muestran tanto el patrón de degeneración en este núcleo, como la presencia de 

agregados proteicos axonales. Barra de escala: 200 µm (objetivo 2x) y 50 µm (objetivo 20x). B) Cuantificación del área 

de superficie ocupada por los agregados axonales en el estriado. Los datos se presentan como media ± SEM. *p<0,05 y 

***p<0,001. Todos los datos han sido sometidos a análisis mediante un ANOVA de una vía, seguido por la prueba Post 

Hoc T2-Tamhane. C) Análisis de correlación basado en el coeficiente de Pearson para evaluar la relación entre las 

variables densidad óptica y degeneración axonal en el estriado.  

 

5.3.3. Cuantificación estereológica de fibras dopaminérgicas en la SNpr 
 

La substantia nigra pars reticulata (SNpr) es otro componente esencial de la vía nigroestriatal.  

Desempeña un papel central al regular la inhibición selectiva de movimientos, mantener el 

equilibrio en la actividad estriatal y preservar la tonicidad muscular. En el contexto de la 

enfermedad de Parkinson (EP), la disfunción de la SNpr contribuye a trastornos del movimiento, 

destacando su importancia en la coordinación precisa de movimientos voluntarios. Es por ello por 

lo que posteriormente, analizamos la degeneración inducida por la sobreexpresión de α-sin en la 

SNpr. Tras la cuantificación estereológica de las fibras, los resultados fueron analizados mediante 

un ANOVA de una vía en cada uno de los puntos temporales.  
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En la fase inicial, 1 mes después de la inyección del virus, se observó que la densidad 

(µm/mm3) de las fibras dopaminérgicas se mantenía prácticamente inalterada en los tres grupos 

experimentales (control= 34,0 x 105 ± 1,96 x 105, sham= 30,9 x 105 ± 3,08 x 105, α-sin= 32,2 x 105 

± 3,72 x 105) (Fig. 30A). A partir del segundo mes, se observó una reducción significativa en la 

densidad de las fibras dopaminérgicas en el grupo α-sin (18,8 x 105 ± 2, 86 x 105) en comparación 

con los grupos control (35,1 x 105 ± 5,156 x 105) y sham (23,1 x 105 ± 4,96 x 105) (p= 0,006 y p= 

0,035 respectivamente) (Fig. 30A). La tendencia observada a los 4 meses postinyección fue similar 

a la observada a los 2 meses, donde el grupo α-sin (24,1 x 105 ± 4,78 x 105) mostró diferencias 

significativas respecto al grupo sham (37,4 x 105 ± 2, 95 x 105; p= 0,030), y una disminución 

importante respecto al grupo control (33,7 x 105 ± 1,53 x 105) (Fig. 30A). 

 

 

Figura 30. Evaluación de la degeneración dopaminérgica inducida por la sobreexpresión de α-sin en la SNpr. A) 

Cuantificación estereológica de las fibras TH+ en la SNpr en los diferentes grupos experimentales 1, 2 y 4 meses después 

de la inyección del virus. Los datos se presentan como media ± SEM. Los análisis a los 2 y 4 meses después de la cirugía 

se evaluaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos. Los datos restantes fueron sometidos 

a un análisis mediante un ANOVA de una vía seguido por la prueba Post Hoc Tukey. *p<0,05, **p<0,01. B) Análisis 

temporal mediante regresión lineal multivariante para evaluar la pérdida progresiva de fibras TH+ en la SNpr. 

 

Por otro lado, el efecto del tiempo en la densidad de fibras de la SNpr también se analizó 

mediante regresión lineal multivariante. Los resultados mostraron un efecto significativo del 

tiempo (p= 3,37e-12). Asimismo, la densidad de fibras TH+ en la SNpr no mostró una progresión 
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estadísticamente diferente en el grupo α-sin frente a los otros dos grupos experimentales. A pesar 

de ello, se observó una tendencia hacia una mayor disminución en el grupo α-sin en comparación 

con el grupo sham (p= 0,076). Esta tendencia se tradujo en una reducción del 41,80% y 25,18% en 

la densidad de fibras TH+ en la SNpr del grupo α-sin, a los 2 y 4 meses tras la inyección del virus, 

respectivamente, en comparación con el punto temporal de 1 mes (Fig. 30B). En el grupo control 

no hubo cambios entre los 3 puntos temporales estudiados, y en el grupo sham, se observó una 

disminución a los 2 meses postinyección del 25% que se revirtió pasados 4 meses. Por lo tanto, el 

grupo α-sin muestra una densidad menor en los tiempos analizados y es el grupo experimental 

más afectado por la variable del tiempo.  

 

5.4. Evaluación cualitativa de la activación glial tras la sobreexpresión de α-sin  
 

Después de concluir el análisis dopaminérgico en la vía nigroestriatal, llevamos a cabo una 

evaluación cualitativa para determinar si las alteraciones previamente descritas estaban 

vinculadas a cambios en el patrón inflamatorio. Para ello, realizamos inmunohistoquímicas 

utilizando los marcadores GFAP e Iba-1, con el fin de detectar posibles cambios en la activación 

de astrocitos y microglía, respectivamente, en los distintos grupos experimentales y en los tres 

tiempos analizados. 

En la región de la SN, se evidenció un aumento en la expresión de GFAP durante el primer mes 

en los grupos sham y α-sin, en comparación con el grupo control (Fig. 31). Tras transcurrir 2 meses 

desde la inyección del virus, se produjo una disminución en la positividad de este marcador en el 

grupo sham, aproximándose a los niveles observados en el grupo control. No obstante, la 

presencia de astrocitos reactivos en el grupo α-sin se mantuvo similar a los niveles del primer mes. 

Después de 4 meses, no se identificaron variaciones entre los grupos control y sham, mientras que 

el grupo α-sin continuó manifestando una activación astrocitaria equiparable a la descrita en los 

meses anteriores (Fig. 31). 

En la región estriatal, se evidenciaron variaciones menos pronunciadas en la población 

astrocitaria. Así, 1 mes después de la intervención, se constató un ligero aumento en la presencia 

de astrocitos reactivos en el grupo α-sin en comparación con los grupos control y sham. Esta 

tendencia se mantuvo constante tanto a los 2, como a los 4 meses posteriores a la cirugía. En 

términos de evolución temporal, no se identificaron cambios significativos (Fig. 32). 
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Figura 31. Expresión de astrocitos reactivos en la SN. Imágenes representativas de la SN que muestran la 

inmunohistoquimia frente a GFAP empleada para detectar la presencia de astrocitos reactivos en los grupos control, 

sham y α-sin. Barra de escala: 200 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x). 

 

En relación con la población de microglía, las imágenes de Iba-1 en la SN mostraron una 

notable proliferación de la microglía en los grupos sometidos a intervención (sham y α-sin) en 

comparación con el grupo control, 1 mes después de la inyección (Fig. 33). Asimismo, la morfología 

de las células Iba+ difiere entre los grupos intervenidos y el grupo control. Mientras que los 

primeros muestran una microglía hiperramificada y con el cuerpo celular hinchado, en el grupo 

control, las células muestran un aspecto más parecido a la microglía en reposo (Fig. 33). En 

cambio, a los 2 meses se observó una disminución en la positividad de Iba-1 en el grupo sham, 

mostrando un marcaje y una apariencia similar a las células del grupo control (Fig. 33). Por el 

contrario, en el grupo α-sin la positividad frente a Iba-1 continuó siendo muy elevada tanto a 2 

como a 4 meses tras la inyeccción. Además de la proliferación celular, en este caso también se 

observó una morfología correspondiente a la microglía activada, ya que las células presentaban 

una ramificación significativamente mayor, acompañada de cuerpos celulares hinchados (Fig. 33). 
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Por último, 4 meses después de la inyección del vector viral, no se observaron diferencias entre 

los grupos sham y control (Fig. 33).  

 

  
Figura 32. Expresión de astrocitos reactivos en el estriado. Imágenes representativas del estriado que muestran la 

inmunohistoquimia frente a GFAP empleada para detectar la presencia de astrocitos reactivos en los grupos control, 

sham y α-sin, a lo largo de la escala temporal. Barra de escala: 200 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x). 

 

En el estriado, se observó una tendencia análoga a la previamente descrita en la SN, 1 mes 

después de la intervención quirúrgica, se manifestó un aumento en la expresión de microglía en 

los grupos sham y α-sin, en comparación con el grupo control (Fig. 34). Después de 2 meses, la 

población microglial en el grupo sham experimentó una disminución, mientras que, en el grupo 

α-sin, se mantuvo a niveles similares a los observados durante el primer mes (Fig. 34). Cuatro 

meses postinyección, no se encontraron diferencias entre los grupos control y sham, mientras que 

el grupo α-sin presentó una mayor proliferación (Fig. 34). Por otro lado, la morfología de las células 

Iba+ en los animales control indica que la microglía está en reposo, mientras que en el grupo α-

sin, las células presentan un número significativamente mayor de ramificaciones en todos los 

puntos temporales analizados. A su vez, las imágenes muestran que en el grupo sham, 1 mes 
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después de la inyección, la microglía está activada, pero en los siguientes puntos temporales 

recupera la morfología de la microglía en reposo (Fig. 34).   

 

Figura 33. Cambios en la población microglial en la SN. Imágenes representativas de la SN que muestran los resultados 

de la inmunohistoquimia frente a Iba-1 empleada para identificar los cambios en la población microglial en los grupos 

control, sham y α-sin, en los tres puntos temporales analizados. Barra de escala: 200 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 

20x). 

 

En resumen, los resultados del primer bloque muestran, por un lado, que el AAV infecta de 

forma específica las neuronas dopaminérgicas de la SN dando lugar a la sobreexpresión de la α-

sin. Además, se confirma la capacidad de este modelo de generar la fosforilación de esta proteína 

en el residuo S129, siendo uno de los cambios postransduccionales más comunes de los agregados 

de α-sin. Por otro lado, el análisis de la degeneración de la vía nigroestriatal evidencia una pérdida 

de neuronas y fibras TH+ en la SNpc y en el estriado respectivamente, acompañados de una 

activación glial y de una afectación motora en el test de campo abierto.  
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Figura 34. Cambios en la población microglial en el estriado. Imágenes representativas del estriado que muestran los 

resultados de la inmunohistoquimia frente a Iba-1 empleada para identificar la población microglial en los grupos 

control, sham y α-sin, en todos los puntos temporales analizados. Barra de escala: 200 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 

20x). 
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BLOQUE II: Efecto del entorno enriquecido sobre la degeneración de la vía 

nigroestriatal inducido por la sobreexpresión de α-sin 

 
Después de validar este modelo experimental de la enfermedad de Parkinson basado en la 

sobreexpresión de α-sin, inducida mediante la inyección bilateral de rAAV9, el siguiente paso fue 

estudiar el potencial efecto neurorrescatador que la cría en un entorno enriquecido (EE) podía 

tener en este modelo animal.  

En el segundo bloque de resultados se analiza el efecto neuroprotector del EE en animales 

sacrificados 2 meses después de la sobreexpresión de α-sin. Concretamente, se comparan los 

animales criados en condiciones estándar (CE) (los resultados de estos grupos experimentales se 

muestran en el Bloque I de resultados y en el Apéndice 1) con sus homólogos de la misma edad 

criados en EE. La decisión de seleccionar animales de esta edad se basó en los resultados 

obtenidos en el primer bloque, y es que se trata del punto temporal donde, además de observar 

alteraciones motoras, se describió una degeneración dopaminérgica marcada, aunque no 

correspondía con la mayor muerte neuronal registrada. De esta manera, se estudió la capacidad 

del entorno enriquecido para proteger a las neuronas en proceso de degeneración y ralentizar así, 

la progresión de la sintomatología descrita.   

 

5.5. Efecto del entorno enriquecido sobre la actividad motora 
 

Con el propósito de analizar las alteraciones motoras producidas por la sobreexpresión de α-

sin en los distintos grupos experimentales, así como para investigar el impacto neurorrescatador 

del EE, se realizó la Prueba de Campo Abierto (OF).  

Tras analizar los resultados obtenidos mediante ANOVA de tres factores, se observó que el 

tipo de cría tuvo un efecto significativo en la actividad global (p= 0,007). Los animales criados en 

EE experimentaron una disminución del 21,77% en la actividad global en comparación con los 

criados en CE. En cambio, la intervención quirúrgica no mostró un efecto significativo (p= 0,349). 

En cuanto a la sobreexpresión de α-sin, se observó una tendencia hacia la reducción del 13,9% de 

la actividad global entre el grupo α-sin y los grupos control y sham (p= 0,076). Esta tendencia se 

observó en ambas condiciones de cría, pero fue mayor en animales criados en CE, ya que en EE, 

los valores de actividad global revelaron que el grupo α-sin exhibía una actividad inferior (1334,25 

± 309,44) en comparación con el grupo control (1558,91 ± 456,53) pero no con el grupo sham 

(1339,25 ± 613,32) (Fig. 35A). Por otro lado, el entorno de cría no mostró interacciones 
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significativas ni con la sobreexpresión de α-sin (p= 0,082), ni con la cirugía (p= 0,574). Esto indica 

que el entorno produjo un efecto similar en todos los grupos experimentales, 

independientemente de si en ellos se sobreexpresó α-sin o si fueron sometidos a intervención 

quirúrgica (Fig. 35A).  

El análisis de la locomoción mostró una tendencia similar, con un impacto significativo del 

entorno de cría (p= 0,018). Los animales criados en CE mostraron un índice locomotor un 20% 

superior en comparación con los criados en EE. Asimismo, se evidenció una tendencia a la 

disminución del 14% en la locomoción de los animales con sobreexpresión de α-sin, al ser 

comparados con los de los grupos control y sham (p= 0,073). En condiciones de EE, los grupos 

control (1438,58 ± 123,28) y sham (1233,42 ± 166,06) exhibieron una locomoción ligeramente 

superior al grupo α-sin (1221,73 ± 84,08), tendencia que se mantuvo en los grupos criados en CE 

(Fig. 35B). El factor de la cirugía tampoco tuvo un impacto significativo en la locomoción de los 

animales (p= 0,302) (Fig. 35B). En cuanto a las interacciones entre factores, no se encontraron 

interacciones significativas entre el entorno y la cirugía (p= 0,6), ni entre el entorno y la 

sobreexpresión de α-sin (p= 0,089).   

En relación con la distancia recorrida (cm), el entorno también resultó tener un efecto 

significativo (p< 0,001). De manera consistente con los parámetros previamente analizados, se 

observó que los animales criados en CE recorrían una distancia un 40% superior en comparación 

con los criados en EE. En este caso, la intervención quirúrgica y la sobreexpresión de α-sin no 

tuvieron un efecto significativo en la distancia recorrida (p= 0,206 y p= 0,067, respectivamente) 

(Fig. 35C). A pesar de ello, como se ha descrito en el Bloque I, en CE, el grupo α-sin mostró una 

distancia recorrida inferior en comparación con los grupos control y sham. Por el contrario, en los 

animales criados en EE, la distancia recorrida por los grupos sham (2486,01 ± 342,50) y α-sin 

(2517,04 ± 199,29) no mostró diferencias con la distancia recorrida por el grupo control (3018,17 

± 270,17) (Fig. 35C). Por último, el entorno de cría no presentó interacciones significativas con la 

cirugía (p= 0,977). Sin embargo, a pesar de que la interacción con la sobreexpresión de α-sin no 

alcanzó un efecto estadísticamente significativo (p= 0,057), se observó una tendencia a la 

reducción de la distancia recorrida en 1060,29 cm en los animales con sobreexpresión de α-sin 

criados en EE, en comparación con los criados en CE (Fig. 35C). 
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Figura 35. Análisis del efecto de la cría en entorno enriquecido en las variables motoras analizadas en los distintos 

grupos experimentales mediante el test de Campo Abierto. La detección de la actividad fue completamente 

automatizada mediante un software diseñado a medida, Actitrack (Panlab, España). El análisis de A) la actividad global, 

B) la locomoción, C) la distancia recorrida (cm), D) la velocidad media (cm/s), E) los movimientos rápidos (s) y F) los 

movimientos lentos (s) se realizó mediante un ANOVA de tres factores para evaluar las diferencias en la media de los 

seis grupos experimentales, considerando como variables independientes el entorno de cría, la intervención quirúrgica 

y la sobreexpresión de α-sin. Este análisis permitió evaluar tanto los efectos individuales de cada factor, como sus 

interacciones. Los datos se representan en Boxplots: mediana + rango intercuartílico. *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001 

para las diferencias entre entornos, ###p< 0,001 para las diferencias entre los grupos operados (sham y α-sin) y control. 

CE: condiciones estándar, EE: entorno enriquecido. 

 

Los resultados de la velocidad media (cm/s) también mostraron un efecto significativo del 

entorno de cría (p< 0,001), de forma que los animales criados en CE presentaron una velocidad 

media un 39,5% superior en comparación con los de EE, independientemente de si habían sido 

sometidos a cirugía o presentaban sobreexpresión de α-sin. En CE, el grupo α-sin exhibió una 

velocidad media inferior respecto a los grupos control y sham. Por otro lado, los animales control 

criados en EE (5,01 ± 0,44) mostraron una velocidad media superior a los grupos sham (4,14 ± 

0,57) y α-sin (4,2 ± 0,32) (Fig. 35D). La intervención quirúrgica y la sobreexpresión de α-sin no 

produjeron efectos significativos en la velocidad media de los animales (p= 0,213 y p= 0,068, 

respectivamente) (Fig. 35D). En cuanto a las interacciones halladas entre los factores analizados, 

la velocidad media no presentó interacción con la cirugía (p= 0,976). No obstante, a pesar de que 

la interacción con la sobreexpresión de α-sin tampoco alcanzó significancia (p= 0,056), se 
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evidenció una tendencia a la reducción en la velocidad media de 1,763 cm/s en los animales del 

grupo α-sin criados en EE, en comparación con los criados en CE (Fig. 35D). 

Al analizar los movimientos rápidos (s), se observó que ni el tipo de entorno, ni la 

sobreexpresión de α-sin produjeron efectos significativos en estos movimientos (p= 0,680 y p= 

0,462, respectivamente) (Fig. 35E). Sin embargo, la cirugía mostró un efecto significativo sobre la 

capacidad de realizar movimientos rápidos (p= 0,000). La lesión produjo un impacto negativo en 

esta variable, indicando que los grupos experimentales sometidos a intervención, es decir, sham 

y α-sin, presentaban una disminución del 33,2% en los movimientos rápidos en comparación con 

los no intervenidos quirúrgicamente, es decir, el grupo control. En CE, el grupo control (320,90 ± 

22,89) mostró una velocidad mayor en los movimientos rápidos en comparación con los grupos 

sham (124,12 ± 33,85) y α-sin (68,0 ± 13,56) (Fig. 35E). Esta misma tendencia se mantuvo en 

condiciones de EE, donde los animales del grupo control (224,03 ± 20,52) se movieron ligeramente 

más rápido que los del grupo sham (187,38 ± 26,81) y α-sin (196,94 ± 16,36) (Fig. 35E). Además, 

la cirugía presentó una interacción significativa con el tipo de entorno (p= 0,002), lo que indicó 

que el tipo de cría afectó de forma diferente a los movimientos rápidos de los animales sometidos 

a cirugía. Concretamente, la cría en EE fue capaz de revertir parcialmente algunos de los efectos 

producidos por la lesión, observándose una mejora en 90,49 s en comparación con la cría en CE 

en los animales operados (Fig. 35E). 

Finalmente, en lo que respecta a los movimientos lentos (s), al igual que en el caso anterior, 

ni la sobreexpresión de α-sin, ni las condiciones de cría presentaron efectos significativos (p= 0,325 

y p= 0,185, respectivamente). Sin embargo, la cirugía sí mostró un efecto significativo (p< 0,001). 

Los grupos lesionados (sham y α-sin) mostraron un incremento del 33,2% en los movimientos 

lentos sobre el grupo control en ambas condiciones de cría. Así, en CE, el grupo control (115,56 ± 

6,67) realizó menos movimientos lentos en comparación con los grupos sham (225,30 ± 20,80) y 

α-sin (189,25 ± 16,44) (Fig. 35F). En EE, el grupo α-sin (138,43 ± 4,17) se movió ligeramente más 

lento que los grupos control (125,16 ± 3,33) y sham (128,13 ± 9,03) (Fig. 35F). Además, se observó 

una interacción significativa entre la cirugía y el entorno (p< 0,001), lo que indicó que, al igual que 

ocurría con los movimientos rápidos, el tipo de cría tuvo una influencia distinta sobre los 

movimientos lentos de los grupos sometidos a cirugía. En este sentido, el EE produjo una 

disminución de 73,058 s en los movimientos lentos de los animales lesionados y criados en este 

entorno (Fig. 35F). 
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En conjunto, los resultados de la prueba de Campo Abierto, indican que los animales criados 

bajo condiciones estándar (CE) mostraron un comportamiento exploratorio más alto que aquellos 

criados en enriquecimiento ambiental (EE). Este resultado también se observó en los mapas de 

calor (Fig. 36) donde se representa la prevalencia de un animal en un punto específico de la arena. 

Además, en ambas condiciones de cría, el grupo control tuvo una actividad exploratoria más 

elevada que el resto de los grupos (Fig. 36). 

 

Figura 36.  Análisis representativo de mapas de calor del comportamiento exploratorio en el test de Campo Abierto 

durante 10 minutos. Las gráficas muestran que los animales criados bajo condiciones estándar (CE) exhiben un 

comportamiento exploratorio superior en comparación con aquellos criados en enriquecimiento ambiental (EE). El color 

azul oscuro implica falta de movimiento. La transición de colores, pasando por azul claro, verde, amarillo, naranja y rojo, 

refleja un aumento en la actividad de estos animales en el área (los colores más cálidos indican mayor permanencia en 

un área específica).  

 

Además de las variables motoras ya descritas, la prueba de Campo Abierto también se empleó 

para evaluar el nivel de ansiedad de los animales. La medición de este parámetro se basa en la 

distancia relativa (cm) recorrida en el centro de la arena, donde una mayor distancia se asocia con 

un menor nivel de estrés y viceversa. Este análisis reveló un efecto significativo del tipo de 

estabulación (p= 0,007), indicando que los animales criados en CE transcurrían un 40% más de 

tiempo en el centro de la arena y, por lo tanto, presentaban niveles de estrés más bajos, que los 

criados en EE. Concretamente, en condiciones CE, los grupos α-sin (29,33 ± 4,46) y sham (32,60 ± 

4,63) exhibieron un mayor porcentaje de distancia recorrida en el centro, en comparación con el 

grupo control (22,82 ± 3,00). Sin embargo, en condiciones de EE, esta tendencia se invirtió, ya que 
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el grupo α-sin (12,37 ± 2,89) permaneció un menor porcentaje de tiempo en el centro, seguido 

por el grupo sham (14,52 ± 2,77%) y el grupo control (18,96 ± 2,97%) (Fig. 37).  

Aunque no se observó una interacción significativa entre el tipo de entorno y la cirugía (p= 

0,059), los resultados indicaron que los animales operados y criados en CE pasaron casi un 17,5% 

más de tiempo en el centro de la arena, en comparación con los de EE. Esta diferencia fue menos 

pronunciada en los animales sin operar, donde los controles criados en CE estuvieron sólo un 

3,29% más de tiempo en el centro que sus homólogos criados en EE (Fig. 37). 

 

 

 

Figura 37. Estudio de la ansiedad en función de las condiciones de cría. A) El análisis del porcentaje de la distancia 

recorrida en el centro de la arena vs en la periferia fue calculado como el porcentaje de la distancia recorrida en el 

centro versus en la periferia. Este análisis se realizó mediante un ANOVA de tres factores para evaluar las diferencias en 

la media de los seis grupos experimentales, considerando como variables independientes el entorno de cría, la 

intervención quirúrgica y la sobreexpresión de α-sin. Este análisis permitió evaluar tanto los efectos individuales de cada 

factor, como sus interacciones. Los datos se representan en Boxplots: mediana + rango intercuartílico. **p<0,01 para 

las diferencias entre entornos. B) Imágenes representativas de los registros de la actividad locomotora en Actitrack en 

los distintos grupos experimentales criados en CE y EE respectivamente. CE: condiciones estándar, EE: entorno 

enriquecido. 
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5.6. Análisis de la sobreexpresión de α-sinucleína en la vía nigroestriatal tras la 

cría en EE 

 

5.6.1. Análisis de la sobreexpresión de α-sin y su colocalización con tirosina hidroxilasa 

en la SNpc 

 

Tras analizar la actividad motora de los animales, el siguiente paso fue comparar la 

sobreexpresión de α-sin en los animales criados en CE y en EE.  

Por un lado, se realizó un ensayo de inmunofluorescencia frente a α-sin (marcada en rojo) en 

secciones coronales seriadas del cerebro, para estudiar su capacidad de difusión (Fig. 38). Las 

imágenes muestran que la sobreexpresión de α-sin se extiende desde la zona de inyección (SNpc) 

hacia el estriado (Fig. 38A-C), así como a regiones del tronco del encéfalo como el colículo 

superior, el cuerpo geniculado medial del tálamo o la corteza cerebral, en animales criados en CE 

y EE (Fig. 38D-F). En CE, la expresión de α-sin es similar tanto en la zona de inyección del virus, 

como en las zonas de proyección directas de la SN (Fig. 38B-C). En cambio, en condiciones de EE, 

la positividad de α-sin es menor en el tronco del encéfalo (Fig. 38B-D), en el tálamo (Fig. 38E) o en 

la corteza cerebral (Fig. 38F) respecto al grupo criado en CE.  

 

 

Figura 38. Imágenes representativas de α-sin (rojo) en diversas áreas cerebrales. A) estriado, B) tronco encefálico, C) 

estriado, D) colículo superior, E) corteza cerebral, F) núcleo geniculado medial. Las imágenes G, H, I corresponden a 

células dopaminérgicas de la SNpc positivas para α-sin (rojo), TH (verde) y su coexpresión (amarillo). Barra de escala: 

1000 µm (A, B), 100 µm (C, D, E, F), 50 µm (G, H, I). 
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Por otro lado, para determinar la coexpresión de la α-sin en las neuronas dopaminérgicas de 

la SNpc, se llevó a cabo un doble marcaje frente a α-sin y TH (Fig. 38G-I). A pesar de que esta 

coexpresión se manifestó en ambas condiciones de estabulación, se observó una ligera diferencia 

en la colocalización, siendo menor en los animales criados en EE. 

 

5.6.2. Análisis de la expresión de la α-sin fosforilada en la SNpc 
 

Además de determinar la sobreexpresión de α-sin, se estudiaron los posibles cambios en la 

expresión de α-sin fosforilada (p-α-sin) en ambas condiciones de cría. Las imágenes de la doble 

inmunofluorescencia frente a p-α-sin y TH mostraron que, al igual que en CE, la p-α-sin 

permanecía en el sitio de inyección (SN) (Fig. 39) y no se difundía a otras áreas cerebrales 

(resultados no mostrados) en los animales criados en condiciones de EE.  

En cuanto al patrón de expresión, se detectó una mayor expresión de p-α-sin en los animales 

criados en condiciones CE (Fig. 39A, D, G). Asimismo, las figuras muestran colocalización de p-α-

sin con las células TH+ en ambas condiciones de cría (Fig. 39C, F, I).  

 

 

Figura 39. Imágenes representativas de la coexpresión de p-α-sin en la substantia nigra de animales criados en 

condiciones estándar y entorno enriquecido. Se muestra marcaje positivo para α-sin (rojo), tirosina hidroxilasa (verde) 

y su coexpresión (amarillo) en neuronas dopaminérgicas del tronco del encéfalo (A, B, C), SN (D, E, F) y SNpc (G, H, I) de 

animales que sobreexpresan α-sin. Barra de escala: 1000 µm (A, B, C), 500 µm (D, E, F), 50 µm (G, H, I). 
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5.7. Efecto del entorno enriquecido sobre la degeneración dopaminérgica de la 

vía nigroestriatal 

 

Para analizar los cambios en la degeneración de la vía nigroestriatal tras la sobreexpresión de 

α-sin en animales criados en EE, se evaluó la inmunorreactividad de la TH, tanto en la SN como en 

el estriado. Por un lado, se cuantificó, mediante estereología, la densidad de neuronas y fibras TH-

positivas en la SNpc y la SNpr respectivamente. Por otro lado, se cuantificó la densidad óptica de 

las fibras dopaminérgicas en el estriado, analizando la presencia de degeneración axonal en los 

diferentes grupos experimentales, criados en CE y en EE.  

 

5.7.1. Cuantificación estereológica de neuronas dopaminérgicas en la SNpc 
 

Con el propósito de investigar si el EE era capaz de mitigar los efectos degenerativos derivados 

de la sobreexpresión de α-sin en la SNpc, se llevó a cabo la inmunohistoquimia frente a TH en los 

distintos grupos experimentales. Las diferencias observadas en las imágenes histológicas 

representativas de cada grupo experimental (Fig. 40A) se cuantificaron mediante estereología 

para después ser analizadas mediante un ANOVA de tres factores (Fig. 40B).  

El análisis de los resultados estereológicos, reveló un impacto significativo de la 

sobreexpresión de α-sin en la densidad celular (cel/mm3) de la SNpc (p= 0,004). En particular, los 

animales con sobreexpresión de α-sin experimentaron una reducción de 1289,67 cel/mm³, en 

comparación con los grupos control y sham (Fig. 40B). En los animales criados en EE se observó 

una disminución en el grupo α-sin (5460,28 ± 481,33), en comparación con los grupos sham 

(6894,48 ± 543,75) y control (6905,84 ± 476,27). Asimismo, la disminución de la densidad de los 

animales α-sin, respecto a los grupos sham y control, fue muy similar en los animales criados en 

CE. Por otro lado, no se encontró un efecto significativo de la cirugía sobre la densidad de células 

TH+ en este núcleo (p= 0,452), ya que los animales operados mostraron valores similares a los no 

operados, con una disminución de 334,466 cel/mm³ en los operados (Fig. 40B). Por último, 

aunque el factor del entorno no alcanzó significancia estadística (p= 0,097), se observó una 

tendencia hacia una mayor conservación celular (711,256 cel/mm³) en los animales criados en EE, 

en comparación con los criados en CE (Fig. 40B).  

En cuanto a la relación entre los factores analizados, no se halló una interacción significativa 

entre los mismos (p= 0,731 para la interacción entre entorno y sobreexpresión de α-sin; p= 0,467 

para la interacción entre entorno y cirugía), de forma que los efectos producidos por las variables 

fueron independientes entre sí.  
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Figura 40. Análisis de la degeneración neuronal 

en la SNpc en condiciones estándar (CE) y 

entorno enriquecido (EE). A) Imágenes 

representativas de la inmunohistoquimia de TH 

en el tronco del encéfalo de los grupos control, 

sham y α-sin, criados en CE o EE. Barras de escala 

1000 µm y 100 µm. B) Análisis estereológico 

mediante un ANOVA de tres factores, para 

evaluar las variaciones en la densidad de células 

TH+ en la SNpc de los seis grupos 

experimentales. Las variables independientes 

incluyeron el entorno de cría, la intervención 

quirúrgica y la sobreexpresión de α-sin. Los 

datos se presentan en Boxplots, que muestran la 

mediana y el rango intercuartílico. βp<0,01 para 

las diferencias obtenidas por la sobreexpresión 

de α-sin.  

 

 

 

A continuación, para responder a la pregunta de si las variaciones de la densidad neuronal de 

la SNpc estaban relacionadas con cambios en el volumen de este núcleo en los distintos grupos 

experimentales, se analizó el volumen de la SNpc, calculado mediante el principio de Cavalieri (Fig. 

41). El análisis estadístico se llevó a cabo mediante un ANOVA de tres vías, y los resultados 

mostraron que ni la cirugía (p= 0,673), ni la sobreexpresión de α-sin (p= 0,755), ni el tipo de 

entorno (p= 0,858) produjeron un efecto significativo sobre el volumen de la SNpc. De hecho, el 

valor del volumen se mantuvo relativamente constante en ambos entornos de cría (CE: control= 

4,91 ± 0,27, sham= 4,81 ± 0,12, α-sin= 4,88 ± 0,27; EE: control= 4,87 ± 0,38, sham= 4,71 ± 0,27, α-

sin= 4,82 ± 0,30) (Fig. 41). En consecuencia, las fluctuaciones detalladas previamente en la 

densidad neuronal de la SNpc no resultaron estar vinculadas con cambios en el volumen de este 

núcleo. 
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Figura 41. Cuantificación del volumen de la 

SNpc mediante el principio de Cavalieri en 

ambos entornos de cría. El análisis del 

volumen de la SNpc se realizó en los diferentes 

grupos experimentales criados en CE y EE. El 

análisis se realizó mediante un ANOVA de tres 

factores, considerando el entorno de cría, la 

intervención quirúrgica y la sobreexpresión de 

α-sin como variables independientes. Los 

resultados se presentan en Boxplots, que 

muestran la mediana y el rango intercuartílico. 

CE: condiciones estándar, EE: entorno 

enriquecido. 

 

 

5.7.2. Análisis de fibras dopaminérgicas en el estriado 
 

Después de analizar la degeneración neuronal de la SNpc, se estudió el efecto de la cría en EE 

sobre las fibras dopaminérgicas del estriado tras la sobreexpresión de α-sin. Para ello, se cuantificó 

la densidad óptica de las fibras TH+ en el estriado. En la Fig. 42A se pueden observar las imágenes 

representativas de esta inmunohistoquimia en los distintos grupos experimentales analizados, 

donde se observa una menor degeneración en el grupo α-sin criado en EE.  

Los resultados obtenidos tras el análisis ANOVA de tres factores apoyaron lo observado en las 

imágenes previamente mencionadas. Las gráficas mostraron un efecto significativo de la 

sobreexpresión de α-sin (p= 0,010), siendo la DO de estos animales un 15,8% menor, en 

comparación con los animales de los grupos control y sham (Fig. 42B). Concretamente, en EE, el 

grupo control mostró la mayor DO (103,59 ± 7,35), seguido del grupo sham (91,44 ± 2,93) y siendo 

menor en el grupo α-sin (85,93 ± 3,63). La tendencia de los animales criados en CE fue similar. 

Además, el entorno también mostró efectos significativos (p= 0,000), indicando que todos los 

grupos experimentales criados en EE exhibieron una densidad óptica un 24% mayor que aquellos 

criados en CE (Fig. 42B). La cirugía, por su parte, no mostró efectos significativos sobre DO de las 

fibras dopaminérgicas estriatales (p= 0,310), ya que, tanto los animales operados como los no 

operados, mostraron valores similares, con una ligera disminución del 6,44% en los operados (Fig. 

42B).  

Asimismo, no se evidenció una interacción significativa entre los distintos factores (p= 0,099 

para la interacción entre entorno y α-sin; p= 0,228 para la interacción entre entorno y cirugía), 

indicando que los efectos del entorno de cría, la intervención quirúrgica y la sobreexpresión de α-



5. Resultados   

102 
 

sin en la densidad de fibras TH+ en el estriado fueron independientes entre sí. Cada factor ejerció 

su influencia de manera individual, sin ser modulado por la presencia o ausencia de los demás 

factores. 

 

Figura 42. Análisis de la degeneración 

dopaminérgica estriatal en condiciones 

estándar (CE) y entorno enriquecido (EE). A) 

Imágenes representativas de la 

inmunohistoquimia de TH en el estriado de los 

grupos control, sham y α-sin, criados en CE o EE. 

Barra de escala 1000 µm. B) Cuantificación de la 

densidad óptica de las fibras TH+ en el estriado 

a través de un ANOVA de tres factores para 

evaluar las variaciones en la densidad de fibras 

TH+ en los seis grupos experimentales. Las 

variables independientes incluyeron el entorno 

de cría, la intervención quirúrgica y la 

sobreexpresión de α-sin. Los datos se presentan 

en Boxplots, destacando la mediana y el rango 

intercuartílico. ***p<0,001 indica las 

diferencias significativas obtenidas por la cría en 

distintos entornos; αp<0,05 denota las 

diferencias significativas obtenidas por la 

sobreexpresión de α-sin.  

 

 

Además de la cuantificación descrita, en consonancia con los resultados del primer bloque, se 

realizó un análisis para estudiar si la cría en EE modificaba la presencia de los agregados proteicos 

(indicadores de la degeneración axonal) en los axones estriatales. Para ello, se comparó la 

superficie ocupada por los agregados axonales en el estriado de individuos del grupo α-sin, 2 

meses después de la intervención quirúrgica, de los animales criados en CE y EE. La cuantificación 

se llevó a cabo exclusivamente en el modelo animal con sobreexpresión de α-sin, ya que en 

ausencia de neurodegeneración, no se detectó la presencia de estos agregados proteicos axonales 

(Fig. 43). 

Al analizar las imágenes obtenidas, se observó una marcada acentuación de la degeneración 

en el núcleo estriado de los animales criados en CE, al compararlos con sus homólogos criados en 

EE. Esta observación se reflejó en una mayor proporción de degeneraciones axonales en los 

animales criados en CE (Fig. 43A). 

El análisis cuantitativo respaldó la observación cualitativa, revelando que la superficie 

ocupada por las degeneraciones axonales en el estriado de los animales del grupo α-sin criados 
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en CE (0,60 ± 0,10) fue significativamente mayor que la de los criados en EE (0,22 ± 0,01), (p= 

0,011) (Fig. 43B). 

 

 

Figura 43. Análisis de la degeneración axonal en el estriado de animales del grupo α-sin criados en condiciones 

estándar y entorno enriquecido.  A) Imágenes representativas del estriado que muestran el patrón de degeneración 

en este núcleo y la presencia de agregados proteicos axonales. Barra de escala: 200 µm (objetivo 2x) y 50 µm (objetivo 

20x). B) Cuantificación del área de superficie ocupada por los agregados axonales en el estriado. Los datos se presentan 

en Boxplots, destacando la mediana y el rango intercuartílico. Se analizaron mediante T-test sin asumir varianzas iguales. 

*p<0,05. CE: condiciones estándar, EE: entorno enriquecido. 

 

Una vez determinado que los animales criados en EE presentaban una menor degeneración 

axonal, acompañada de una menor DO de las fibras TH+ en el estriado, se llevó a cabo un análisis 

de correlación entre las dos variables previamente descritas.  

El análisis de correlación de Pearson (Fig. 44) reveló una correlación negativa (r= -0,845), y 

estadísticamente significativa (p< 0,0001) entre la superficie ocupada por las degeneraciones 

axonales y la densidad óptica de TH en esta misma región. Por lo tanto, este resultado puso de 

manifiesto que  una menor densidad óptica se asociaba con una mayor presencia de degeneración 

axonal (Fig. 44). Cabe mencionar que, para realizar este análisis, se tuvieron en cuenta los todos 

los animales que recibieron la inyección bilateral de AAV para sobreexpresar α-sin (n=12).  
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Posteriormente, se realizó un análisis de correlación por grupos (CE, n= 6 y EE, n= 6) con el 

objetivo de estudiar los efectos del entorno de manera independiente. Este estudio reveló que 

gran parte de la correlación entre la densidad óptica y las degeneraciones axonales en el estriado 

estaba influenciada por el grupo criado en CE. En estos animales, el coeficiente de correlación de 

Pearson fue de -0,742 y su significancia rozó el límite de ser significativa (p= 0,056). Es crucial 

considerar que el p-valor en los análisis de correlación está fuertemente influenciado por el 

tamaño muestral. En este contexto, al observar que el coeficiente de correlación fue de -0,742 

para el grupo criado en CE, a pesar de no alcanzar significancia estadística, se interpreta como un 

resultado positivo (Fig. 44). También se observó una correlación negativa en el grupo criado en  

EE, aunque el coeficiente de correlación fue considerablemente menor (r= -0,291) y no alcanzó 

significancia (p= 0,576) (Fig. 44). 

 

 
Figura 44. Análisis de correlación para evaluar la relación entre la densidad óptica estriatal y el porcentaje de 

superficie ocupada por la degeneración axonal. Se ha medido la dependencia lineal entre las variables densidad óptica 

estriatal y el porcentaje de la superficie ocupada por la degeneración axonal en el grupo experimental α-sin criado en 

CE y EE, siguiendo el coeficiente de correlación de Pearson. CE: condiciones estándar, EE: entorno enriquecido; D.O.: 

densidad óptica.  

 

5.7.3. Cuantificación estereológica de fibras dopaminérgicas en la SNpr 
 

Como ha sido descrito previamente, la SNpr participa en la modulación y regulación de la 

actividad de las vías motoras. Motivados por esta premisa, decidimos estudiar si la cría en EE podía 

contrarrestar los efectos derivados de la sobreexpresión de α-sin.  

Tras realizar un análisis cuantitativo de la densidad de fibras TH+ en la SNpr (µm/mm3), se 

llevó a cabo el análisis estadístico mediante un ANOVA de tres vías. La media marginal estimada 

de fibras TH+ fue significativamente menor en los animales con sobreexpresión de α-sin, en 

comparación con los grupos control y sham (p= 0,024). Concretamente, se observó una 

disminución del 20,25% en la densidad de fibras dopaminérgicas de los animales inyectados con 



  5. Resultados 

105 
 

α-sin, en comparación con los que carecían de la misma (Fig. 45). Así, los animales criados en EE 

mostraron una tendencia similar a la descrita en CE (resultados primer bloque), donde el grupo α-

sin (27,7 x 105 ± 2,18 x 105) presentó una reducción de fibras TH+ en comparación con los grupos 

control (36,4 x 105 ± 2,49 x 105) y sham (36,7 x 105 ± 2,24 x 105) (Fig. 45). Por otro lado, se identificó 

una tendencia en los animales criados en EE a presentar una densidad de fibras un 16,15% mayor 

en comparación con los criados en CE, sin embargo, este efecto no alcanzó significancia estadística 

(p= 0,074) (Fig. 45). En cuanto al efecto de la cirugía, los resultados mostraron una disminución 

del 18% en la densidad de fibras dopaminérgicas en los animales inyectados con el vector viral 

AAV9, con o sin sobreexpresión de α-sin. Aunque la cirugía no demostró un efecto significativo en 

la densidad de fibras TH+ en la SNpr, este valor se situaba en el umbral de significancia estadística 

(p= 0,059) (Fig. 45).  

Por último, se identificó una interacción estadísticamente significativa entre el entorno y la 

cirugía (p= 0,047). El aumento de la densidad de fibras en los animales intervenidos 

quirúrgicamente, criados en EE, resultó significativamente mayor (35% mayor) que en los criados 

en CE (Fig. 45). 

 

Figura 45. Cuantificación de la degeneración dopaminérgica inducida por la sobreexpresión de α-sin en la SNpr de 

animales criados en CE y EE. Cuantificación estereológica de las fibras TH+ en la SNpr de los diferentes grupos 

experimentales criados en CE y EE. Los datos se presentan en Boxplots, que muestran la mediana y el rango 

intercuartílico. Se llevó a cabo un ANOVA de tres factores, considerando el entorno de cría, la intervención quirúrgica y 

la sobreexpresión de α-sin como variables independientes. *p< 0,05 indica las diferencias significativas obtenidas por la 

cría en distintos entornos, mientras que αp< 0,05 denota las diferencias significativas obtenidas por la sobreexpresión 

de α-sin. CE: condiciones estándar, EE: entorno enriquecido. 
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5.8. Impacto del EE sobre el estrés oxidativo inducido por la sobreexpresión de 

α-sin  

 
El factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf-2) es una proteína clave en la 

protección contra el estrés oxidativo. Ante este tipo de situaciones, el Nrf-2 se libera y se transloca 

desde el citoplasma al núcleo celular, donde se une a la región promotora de genes conocidos 

como elementos de respuesta a antioxidantes (ARE, por sus siglas en inglés). Esta unión activa la 

expresión de genes que codifican enzimas antioxidantes y proteínas desintoxicantes, 

consolidando así la función del Nrf-2 como un regulador del estrés oxidativo y del mantenimiento 

de la homeostasis celular.  

Teniendo en cuenta que la sobreexpresión de α-sin produce un aumento de ROS y, por lo 

tanto, está relacionada con un aumento del estrés oxidativo, el objetivo de este apartado fue 

estudiar los cambios en la expresión Nrf-2 en los tres grupos experimentales criados en CE y EE, 

mediante técnicas de inmunohistoquimia (Fig. 46A). 

Los resultados obtenidos tras la cuantificación estereológica (cel/mm3) revelaron que, en los 

animales criados en CE, el grupo α-sin (7779,25 ± 531,21) exhibió una expresión de Nrf-2 superior 

en comparación con los grupos control (4730,41 ± 419,70) y sham (5245,97 ± 189,55), siendo la 

expresión más elevada en el grupo sham. En los animales criados en EE, el aumento en la expresión 

de Nrf-2 se observó en los grupos lesionados, es decir, en el sham (7230,15 ± 324,85) y el α-sin 

(7223,46 ± 550,43), siendo superiores en comparación con el grupo control (3452,60 ± 429,02) 

(Fig. 46B). 

El análisis estadístico, basado en un ANOVA de tres vías, mostró que el entorno de cría tuvo 

un impacto significativo (p= 0,05) en la densidad de células Nrf-2+, donde se observó una 

reducción del 14,65% en la densidad de los animales criados en EE, en comparación con los criados 

en CE (Fig. 46B). Además, la sobreexpresión de α-sin también mostró un efecto significativo (p= 

0,007). En este caso, los animales del grupo α-sin presentaron un aumento de 1263,296 cel/mm3 

(19,65%) en la expresión de Nrf-2, en comparación con los que carecían de la misma (Fig. 46B). La 

cirugía también tuvo un efecto significativo en esta variable (p< 0,001), y es que los animales 

operados mostraron un aumento en la expresión de 2146,552 cel/mm3 (31,24%) en comparación 

con los controles (Fig. 46B).  

Además, se evidenció una interacción significativa entre el entorno y la sobreexpresión de α-

sin (p= 0,007), indicando que el efecto del entorno estaba relacionado con la sobreexpresión de 

esta proteína. Concretamente, la cría en EE redujo la expresión de Nrf-2 en los animales con 
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sobreexpresión de α-sin en un 29,07% (2186,791 cel/mm3), en comparación con esos mismos 

animales criados en CE (Fig. 46B). Esta misma tendencia se manifestó tras la interacción 

significativa entre el entorno y la cirugía (p= 0,001), donde se observó que, los animales 

intervenidos quirúrgicamente y criados en EE, mostraban una mayor densidad de células Nrf-2+ 

en la SNpc que aquellos criados en CE, con un aumento aproximado del 10% (714,199 cel/mm3) 

(Fig. 46B). 

 

 

Figura 46. Estudio de la expresión de Nrf-2 en la SNpc. A) Imágenes representativas de la expresión de Nrf-2 en la SNpc 

de los distintos grupos experimentales criados en condiciones CE y EE. Barras de escala: 200 µm (objetivo 2x) y 50 µm 

(objetivo 20x). B) Cuantificación estereológica de las células Nrf-2+ de la SNpc en los diferentes grupos experimentales. 

Se realizó un ANOVA de tres factores, considerando el entorno de cría, la intervención quirúrgica y la sobreexpresión 

de α-sin como variables independientes. Los resultados se presentan en Boxplots, que muestran la mediana y el rango 

intercuartílico. *p< 0,05, **p 0,01 y ***p< 0,001 refleja las diferencias significativas derivadas de la cría en distintos 

entornos y las interacciones entre la sobreexpresión de α-sin y la intervención quirúrgica con el entorno. βp< 0,01 denota 

las diferencias significativas asociadas a la sobreexpresión de α-sin y ###p< 0,001 muestra las diferencias significativas 

obtenidas como consecuencia de los efectos producidos por la intervención quirúrgica. CE: condiciones estándar, EE: 

entorno enriquecido. 
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5.9. Evaluación cualitativa de la activación glial tras la sobreexpresión de α-sin y 

la cría en EE 

 

Una vez estudiado el efecto del entorno enriquecido sobre la degeneración dopaminérgica, 

procedimos a analizar si el entorno de cría ocasionaba alguna modificación en el patrón 

inflamatorio de la vía nigroestriatal. 

En cuanto a la activación astrocitaria, en el área de la SN se detectó una disminución en la 

expresión de astrocitos GFAP+ en todos los grupos experimentales operados (sham y α-sin) 

criados en EE, en comparación con los criados en CE (Fig. 47). Cabe mencionar que esta 

disminución fue particularmente notable en el grupo α-sin, donde la expresión de GFAP mostró 

una significativa reducción en la substantia nigra tras la cría en EE (Fig. 47). 

 

Figura 47. Diferencias en la reactividad astrocitaria en la SN de los distintos grupos experimentales según el entorno 

de cría. Imágenes representativas de la SN que muestran la inmunohistoquimia frente a GFAP empleada para identificar 

la presencia de astrocitos reactivos en los grupos control, sham y α-sin de animales criados en condiciones estándar 

(CE) y entorno enriquecido (EE). Barra de escala: 200 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x). 

 

 En el estriado, se apreció una tendencia similar a la descrita anteriormente en la SN. La 

sobreexpresión de α-sin provocó un aumento en la expresión de GFAP, 2 meses después de la 

cirugía en los animales criados en CE. Sin embargo, se observó que el EE logró mitigar esta 
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activación de los astrocitos, especialmente notable en el grupo con sobreexpresión de α-sin (Fig. 

48). 

 

Figura 48. Cambios en la reactividad de astrocitos en el estriado de los distintos grupos experimentales según el 

entorno de cría. Imágenes representativas del estriado que muestran la inmunohistoquimia frente a GFAP empleada 

para detectar la presencia de astrocitos reactivos en los grupos control, sham y α-sin de animales criados en condiciones 

estándar (CE) y entorno enriquecido (EE). Barra de escala: 200 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x).  

 

Por otro lado, también se analizó el patrón de expresión de la microglía. La inmunohistoquimia 

frente a Iba-1 reveló un ligero aumento en la expresión de este marcador en el grupo α-sin criado 

en EE, en comparación con los grupos control y sham criados en las mismas condiciones 

ambientales (Fig. 49). Por otro lado, en el grupo sham no se detectaron diferencias en 

comparación con el grupo control criado en EE (Fig. 49).  

Al comparar ambas condiciones de cría, se observó una disminución en la expresión de Iba-1 

en los grupos lesionados criados en EE, siendo esta reducción especialmente pronunciada en el 

grupo con sobreexpresión de α-sin (Fig. 49). Además de mostrar cambios en la proliferación 

celular, los animales intervenidos (sham y α-sin) criados en EE, mostraron unas características 

morfológicas diferentes a los criados en condiciones estándar, y es que la microglía presentó 

muchas menos ramificaciones y no se observaron cuerpos celulares hinchados (Fig. 49). Por lo 

tanto, la activación microglial fue significativamente menor en los animales criados en EE.  
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Figura 49. Diferencias en la expresión de Iba-1 en la SN de los distintos grupos experimentales según el entorno de 

cría. Imágenes representativas de la SN que muestran la inmunohistoquimia frente a Iba-1, utilizada para identificar la 

población microglial en los grupos control, sham y α-sin de animales criados en condiciones estándar (CE) y entorno 

enriquecido (EE). Barra de escala: 200 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x).  

 

En el análisis del estriado, se apreció una mayor homogeneidad en la positividad frente a Iba-

1 entre los tres grupos experimentales criados en EE, siendo ligeramente mayor en el grupo α-sin 

(Fig. 50). Sin embargo, al contrastar ambos entornos, se evidenció una disminución significativa 

en la expresión de Iba-1 del grupo α-sin criado en EE, en comparación con el grupo criado en CE 

(Fig. 50). En los demás grupos experimentales, no se observaron variaciones de relevancia en 

cuanto a la proliferación microglial (Fig. 50). Cabe destacar la notable disminución de las 

ramificaciones que se observaron en los animales criados en EE, así como la reducción de la 

presencia de somas neuronales hinchados en los grupos intervenidos y criados en EE, siendo 

mayor en el grupo α-sin (Fig. 50). Por consiguiente, al igual que en la SN, el EE también disminuyó 

la activación glial en el estriado.  
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Figura 50. Cambios en la expresión de Iba-1 en el estriado de los distintos grupos experimentales según el entorno 

de cría. Imágenes representativas del estriado que muestran la inmunohistoquimia frente a Iba-1, empleada para 

identificar la población microglial en los grupos control, sham y α-sin de animales criados en condiciones estándar (CE) 

y entorno enriquecido (EE). Barra de escala: 200 µm (objetivo 4x) y 50 µm (objetivo 20x).  

 

5.10. Evaluación de la expresión de proteínas clave en la vía de regulación del EE  

 

Analizados los efectos de la sobreexpresión de α-sin y la cría en un entorno enriquecido sobre 

la degeneración de la vía nigroestriatal y la activación glial, el siguiente paso fue determinar la 

expresión molecular de proteínas que pudieran estar implicadas en los cambios previamente 

descritos. El estudio se llevó a cabo tanto en la SN como en el estriado.  

La cría en EE aumenta la expresión de factores neurotróficos, como el BDNF. De hecho, la 

interacción del BDNF con su receptor TrkB, desempeña un papel crucial en los cambios inducidos 

por el entorno. En este contexto, además de estudiar los cambios en la expresión de BDNF, se 

llevó a cabo el análisis de la unión de este factor con su receptor, cuantificando la ratio p-

TrKB/TrKB, el cual sería indicador de la unión del ligando (BDNF) y su receptor (TrKB). Por último, 

se estudió la vía de señalización celular de ERK, que es una de las principales rutas de los factores 

de crecimiento, y está implicada en la regulación de procesos neurales clave, contribuyendo a la 

supervivencia neuronal, la diferenciación y la plasticidad sináptica, entre otros. 
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Por otro lado, también se analizó la expresión de proteínas relacionadas con las células 

gliales, como son el factor neurotrófico derivado del cerebro (GNDF) y el factor nuclear kappa B 

(Nf-κB) que desempeñan un papel crucial en la supervicencia neuronal y en la regulación de la 

respuesta inmunológica y la inflamación, respectivamente. En el contexto de las enfermedades 

neurodegenerativas, la activación excesiva de Nf-κB ha sido asociada con el proceso inflamatorio 

crónico en el sistema nervioso central, desencadenando respuestas inflamatorias y daño 

neuronal. De esta manera, se estudió la implicación de esta molécula en el modelo experimental 

de EP basado en la sobreexpresión de α-sin, así como su interacción con el entorno enriquecido.   

 

5.10.1. Análisis de la expresión de BDNF  
 

Tras la cuantificación de los resultados obtenidos mediante WB, se analizaron mediante un 

ANOVA de tres factores.  Los resultados obtenidos en la SN mostraron un efecto significativo del 

EE sobre la expresión de BDNF (p= 0,006). En este sentido, los animales criados en EE mostraron 

una expresión un 10,73% (DO= 0,022) superior en comparación con aquellos criados en CE (Fig. 

51A). Además, la intervención quirúrgica también mostró efectos significativos en la expresión de 

este factor (p= 0,09), manifestándose un descenso del 10,3% (DO= 0,021) en los animales 

sometidos a cirugía en relación con los controles (Fig. 51A). Todos los animales operados 

mostraron una disminución en la expresión de BDNF, independientemente del entorno de cría. 

Sin embargo, aunque la interacción entre el entorno y la intervención quirúrgica no alcanzó 

significancia estadística (p= 0,232), se observó que los animales criados en EE, mostraban un 

descenso menos pronunciado en la expresión de BDNF que los criados en CE, registrándose una 

diferencia de 0,032 (16,08%). Por consiguiente, se percibió una tendencia hacia la mejora de la 

expresión de BDNF en los animales operados y criados en EE (Fig. 51A). 

Por otro lado, la sobreexpresión de α-sin no mostró efectos significativos en la producción de 

BDNF (p= 0,336). El análisis de la expresión de BDNF en la SN mostró que, en CE, el grupo control 

(0,20 ± 0,007) presentó una expresión más elevada de esta proteína en comparación con los 

grupos sham (0,17 ± 0,005) y α-sin (0,16 ± 0,008) (Fig. 51A). En cambio, en condiciones de EE, la 

expresión de BDNF se mantuvo relativamente constante en los tres grupos experimentales 

(control= 0,21 ± 0,006, sham= 0,20 ± 0,008, α-sin= 0,19 ± 0,003) (Fig. 51A). 

Asimismo, no se evidenció una interacción significativa entre el entorno y la sobreexpresión 

de α-sin (p= 0,843) y la cirugía (p= 0,232). Esta ausencia sugiere que las diferencias previamente 

señaladas en relación con el entorno de cría de los animales y su impacto en la expresión de BDNF 
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fueron consistentes en todos los individuos, sin importar el grupo experimental al que 

pertenezcan (Fig. 51A). 

 

 

Figura 51. Estudio y cuantificación de los niveles de expresión de la proteína BDNF en la vía nigroestriatal de los 

diferentes grupos experimentales criados en CE y EE. Se analizaron los datos de la densidad óptica de BDNF 

normalizados con actina en la SN (A) y en el estriado (B) mediante un ANOVA de tres factores. Se consideró el entorno 

de cría, la intervención quirúrgica y la sobreexpresión de α-sin como variables independientes. Los resultados se 

representan mediante Boxplots, que muestran la mediana y el rango intercuartílico de las densidades ópticas obtenidas 

para el anticuerpo primario contra BDNF normalizado frente a la actina. **p< 0,01 refleja las diferencias significativas 

derivadas del entorno de cría. ##p< 0,01 señala las diferencias significativas asociadas a los efectos de la intervención 

quirúrgica. CE: condiciones estándar, EE: entorno enriquecido. 

 

En el estriado de los animales criados en CE, el grupo control (0,19 ± 0,009) mostró una DO 

superior a la de los grupos sham (0,17 ± 0,006) y α-sin (0,16 ± 0,008). Por otro lado, en condiciones 

de EE, el grupo control mantuvo la densidad óptica más alta (0,20 ± 0,008). Sin embargo, en este 

entorno se observó una reversión parcial del daño causado por la sobreexpresión de α-sin, ya que 

los valores de expresión de los grupos sham (0,19 ± 0,008) y α-sin (0,19 ± 0,009) prácticamente se 

igualaron (Fig. 51B). 

Al analizar los datos mediante un ANOVA de tres factores, en el estriado también se observó 

un impacto significativo del entorno de cría sobre la expresión de BDNF (p= 0,026). En particular, 

los animales criados en EE exhibieron una expresión de BDNF un 11% (DO= 0,022) más elevada 

que los criados en CE. En contraste, ni la intervención quirúrgica, ni la sobreexpresión de α-sin 

manifestaron efectos significativos en la expresión de BDNF (p= 0,116 y p= 0,974, 

respectivamente) (Fig. 51B).  
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La interacción entre el entorno y la cirugía (p= 0,799) no reveló diferencias significativas. El 

análisis de la interacción entre el entorno y la sobreexpresión de α-sin reflejó una tendencia hacia 

un aumento en la expresión del 15,3% (DO= 0,031) en los animales criados en EE al compararlos 

con los criados en CE, aunque esta diferencia no alcanzó significancia estadística (p= 0,242) (Fig. 

51B).  

 

5.10.2. Análisis de la expresión de p-TrkB/TrkB  
 

Con el objetivo de obtener una comprensión más detallada de los efectos de la modulación 

del BDNF por el EE, se investigó si la sobreexpresión de BDNF, inducida por el EE, iba acompañada 

de una sobreexpresión de su receptor TrkB y de su fosforilación en la vía nigroestriatal (Fig. 52). 

Todos los resultados se normalizaron frente a la actina y se analizaron estadísticamente mediante 

un ANOVA de 3 factores.  

En relación a los niveles de fosforilación del TrkB (p-TrkB) en la SN, se observó que la 

sobreexpresión de α-sin tuvo un impacto significativo en la forma activada de este receptor (p= 

0,048). Los animales con sobreexpresión de α-sin mostraron una reducción del 11,52% (DO= 

0,031) en la densidad óptica de este receptor. Las variables entorno de cría y cirugía no mostraron 

efectos significativos en este parámetro (p= 0,126 y p= 0,239 respectivamente) (Fig. 52A). 

Posteriormente, se evaluó la expresión del receptor en su estado normal, y ni el entorno de 

cría (p= 0,146), ni la intervención quirúrgica (p= 0,931) ni la sobreexpresión de α-sin (p= 0,155), 

produjeron un efecto significativo sobre la expresión de TrkB (Fig. 52B).  

Finalmente, se calculó la proporción de TrkB fosforilado (p-TrkB) respecto al TrkB total en la 

SN y se observó que el entorno tuvo un efecto significativo en este cociente (p= 0,007). Los 

animales criados en EE mostraron una densidad óptica un 18,45% superior (DO= 0,257) que los 

criados CE (Fig. 52C). Además, la sobreexpresión de α-sin también influyó significativamente en 

esta ratio (p= 0,008). La inyección de α-sin mediante vectores virales disminuyó significativamente 

los niveles de p-TrkB/TrkB (0,93 ± 0,08) respecto a la inyección de vectores virales vacíos (1,2241 

± 0,07), mientras que el EE aumentó dichos niveles sin observarse una interacción significativa 

entre el EE y la sobreexpresión de α-sin (p= 0,670). Es decir, el EE no afectó de forma diferente a 

los animales con AAV α-sin (Fig. 52C). Por otro lado, la intervención quirúrgica no influyó en la 

expresión de p-TrkB/TrkB (p= 0,252). A pesar de ello, en CE, el grupo control mostró una densidad 

óptica ligeramente superior (1,33 ± 0,13), que los grupos sham (1,22 ± 0,07) y α-sin (0,93 ± 0,08). 

Esta misma tendencia se observó en EE, donde el grupo control (1,54 ± 0,06) presentó una 
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densidad óptica superior que los grupos sham (1,23 ± 0,09) y α-sin (1,28 ± 0,04), siendo, en ambos 

casos, el valor del grupo α-sin el menor, especialmente en los animales criados en CE (Fig. 52C). 

Además, tampoco se observaron interacciones significativas entre el entorno y la intervención 

quirúrgica (p= 0,930) y la sobreexpresión de α-sin (p= 0,670), por lo que las alteraciones 

previamente descritas en cuanto al entorno de cría fueron independientes a la cirugía y de la α-

sin (Fig. 52C). 

 

 

Figura 52. Cuantificación de los niveles de expresión de TrkB y TrKB fosforilado en la vía nigroestriatal. Se analizaron 

los niveles de densidad óptica de p-TrkB (A, D), TrkB (B, E) y p-TrkB/TrkB (C, F) en la SN y en el estriado mediante un 

ANOVA de tres factores, considerando el entorno de cría, la intervención quirúrgica y la sobreexpresión de α-sin como 

variables independientes. Los resultados se representan mediante Boxplots, que muestran la mediana y el rango 

intercuartílico. *p< 0,05 y **p< 0,01 reflejan las diferencias significativas derivadas del entorno de cría. αp< 0,05 y βp< 

0,01 señalan las diferencias significativas asociadas a los efectos de la sobreexpresión de α-sin. CE: condiciones estándar, 

EE: entorno enriquecido. 

 

En el estriado, el entorno tuvo un efecto significativo en la expresión p-TrkB (p= 0,007). Los 

animales criados en EE exhibieron un aumento significativo del 16,47% (DO= 0,044) en la 

expresión del receptor activado en comparación con los criados en CE. Paralelamente, los 

animales con sobreexpresión de α-sin manifestaron una reducción significativa del 14,7% (DO= 
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0,039) en la expresión de p-TrkB en comparación con los grupos control y sham (p= 0,018). Cabe 

destacar que la intervención quirúrgica no mostró efectos significativos en este parámetro (p= 

0,828) (Fig. 52D). 

El análisis del receptor TrkB reveló que ni el entorno (p= 0,429), ni la intervención quirúrgica 

(p= 0,734), ni la sobreexpresión de α-sin (p= 0,381) produjeron un impacto significativo en la 

expresión de este receptor (Fig. 52E). 

En cuanto a la ratio p-TrKB/TrKB en el estriado, el grupo control (1,19 ± 0,10) y sham (1,18 ± 

0,14) exhibieron una ratio de p-TrkB/TrkB similar, siendo superior al grupo α-sin (0,82 ± 0,06). En 

EE se observó una tendencia similar, donde el grupo α-sin (1,17 ± 0,09) mostró una expresión 

inferior en comparación a los grupos sham (1,34 ± 0,09) y control (1,38 ± 0,09) (Fig. 52F). Así, el 

análisis estadístico mostró que la cría en EE tuvo un efecto significativo del 21% (DO= 0,269; p= 

0,014). Además, la sobreexpresión de α-sin también tuvo un impacto significativo (p= 0,014). Los 

animales con sobreexpresión de α-sin experimentaron una reducción significativa del 20,9% (DO= 

0,267) en la ratio de p-TrkB/TrkB, en comparación con los grupos control y sham. La cirugía por su 

lado, no ejerció ningún efecto en la expresión de p-TrkB/TrkB (p= 0,811) (Fig. 52F). De manera 

análoga a lo observado en la SN, la administración de α-sin mediante vectores virales condujo a 

una disminución significativa de los niveles de p-TrkB/TrkB (0,99 ± 0,07) en comparación con la 

inyección de vectores virales vacíos (1,26 ± 0,08). Además, no se observaron interacciones 

significativas entre el entorno y la intervención quirúrgica (p= 0,857), ni entre el entorno y la 

sobreexpresión de α-sin (p= 0,338) (Fig. 52F). 

 

5.10.3. Análisis de la activación de la vía de señalización de ERK 
 

Para evaluar si la cría en EE aumentaba la actividad de esta vía de señalización, se determinó 

la proporción relativa de ERK fosforilada (p-ERK) con respecto al ERK total, normalizando, en 

ambos casos, con actina. 

El análisis de la SN reveló un efecto significativo del EE en la fosforilación de ERK (p= 0,005). 

En particular, los animales criados en CE exhibieron una disminución del 18,7% (DO= 0,220) en la 

densidad óptica de la ratio p-ERK/ERK, en comparación con los criados en EE (Fig. 53A). En CE, la 

densidad óptica de la expresión de p-ERK/ERK se mantuvo relativamente constante en los tres 

grupos experimentales, siendo ligeramente inferior en los animales operados (control= 0,99 ± 

0,10, sham= 0,80 ± 0,09, α-sin= 0,92 ± 0,08). En condiciones de EE, se observó la misma tendencia 
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que la descrita previamente, con una expresión ligeramente más elevada en el grupo control (1,29 

± 0,12) en comparación con los grupos sham (1,26 ± 0,13) y α-sin (1,05 ± 0,10) (Fig. 53A). Sin 

embargo, a pesar de estas pequeñas diferencias, la intervención quirúrgica y la sobreexpresión de 

α-sin no mostraron un efecto significativo en la relación p-ERK/ERK (p= 0,307 y p= 0,689, 

respectivamente) (Fig. 53A). Tampoco se observaron interacciones significativas entre el entorno 

y la cirugía (p= 0,463), ni entre el entorno y la sobreexpresión de α-sin (p= 0,138), por lo que el EE 

incrementó los niveles de la vía de señalización p-ERK/ERK independientemente de si se trataba 

de animales control, sham o α-sin.  

 

 

Figura 53. Cuantificación de los niveles de expresión de ERK y ERK fosforilado en la vía nigroestriatal. Se evaluaron los 

niveles de densidad óptica de p-ERK/ERK, normalizados respecto a la β-tubulina en la SN (A) y el estriado (B). Los 

resultados se analizaron mediante un ANOVA de tres factores, considerando el entorno de cría, la intervención 

quirúrgica y la sobreexpresión de α-sin como variables independientes. Los resultados se representan mediante 

Boxplots, que muestran la mediana y el rango intercuartílico. *p< 0,05 y **p< 0,01 indican las diferencias significativas 

asociadas al entorno de cría. CE: condiciones estándar, EE: entorno enriquecido. 

 

El análisis de los resultados del estriado, también mostró un efecto significativo del EE sobre 

la ratio p-ERK/ERK (p= 0,034). Los animales criados en EE exhibieron un aumento del 15,42% (DO= 

0,189) en comparación con los criados en CE (Fig. 53B). Aunque la sobreexpresión de α-sin no 

alcanzó significancia estadística (p= 0,129), se observó una reducción de aproximadamente el 15% 

(DO= 0,19) en el grupo α-sin, en comparación con los grupos sham y control (Fig. 53B). Por su lado, 

la cirugía no mostró un efecto significativo (p= 0,916) (Fig. 53B). Así, en CE, el grupo control (1,14 
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± 0,13) presentó niveles de p-ERK/ERK superiores a los grupos sham (1,06 ± 0,11) y α-sin (0,93 ± 

0,08). En EE, la expresión de p-ERK/ERK entre el grupo control (1,32 ± 0,13) y el sham (1,37 ± 0,16) 

se mantuvo relativamente constante, mientras que disminuyó ligeramente en el grupo α-sin (1,12 

± 0,06) (Fig. 53B). 

La interacción entre el entorno y la cirugía (p= 0,581), y entre el entorno y la sobreexpresión 

de α-sin (p= 0,617), no mostró efectos significativos, indicando que el aumento de expresión, 

como consecuencia de la cría en EE, se produjo en todos los grupos experimentales, 

independientemente del resto de factores analizados (Fig. 53B). 

 

5.10.4. Análisis de la expresión de GDNF 
 

El factor neurotrófico derivado de células gliales (GDNF) es un factor de crecimiento que 

desempeña un papel crucial en la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas, protegiéndolas de 

la muerte. Por este motivo, se estudió si la expresión de este factor neurotrófico estaba 

modificada por las condiciones de cría en los diferentes grupos experimentales (Fig. 54). 

El análisis estadístico de los resultados obtenidos en la SN no reveló diferencias significativas 

asociadas con las condiciones de cría (p= 0,082), la cirugía (0= 0,092) o la sobreexpresión de α-sin 

(p= 0,062) (Fig. 54A). Sin embargo, se observó la tendencia de que los animales criados en EE 

mostraban una expresión de GDNF un 7,2% superior que los criados en CE. Por otro lado, también 

se observó una tendencia similar relacionada con la sobreexpresión de α-sin, donde los animales 

con dicha sobreexpresión exhibieron una expresión de GDNF un 7,5% inferior en comparación con 

los grupos sham y control. Concretamente, en CE el grupo control (0,24 ± 0,011) mostró la 

expresión más elevada, seguido por el grupo sham (0,22 ± 0,009) y, en último lugar, el grupo α-sin 

(0,20 ± 0,011). Esta misma tendencia se observó en EE, donde el grupo α-sin (0,22 ± 0,008) mostró 

los niveles más bajos de GDNF, seguido por el grupo sham (0,23 ± 0,006), y finalmente, el grupo 

control (0,25 ± 0,009) (Fig. 54A). 

Por otro lado, la interacción entre el entorno y la cirugía, así como el entorno y la 

sobreexpresión de α-sin, no resultaron significativas (p= 0,934 y p= 0,527, respectivamente). No 

obstante, se observó una tendencia que sugiere que los animales con sobreexpresión de α-sin 

criados en EE mostraban un aumento del 9,4% en la expresión de GDNF, al compararlos con los 

criados en CE (Fig. 54A).  



  5. Resultados 

119 
 

En el estriado, los resultados fueron similares a lo descrito previamente para la SN. No se 

detectaron diferencias significativas en la expresión de GDNF relacionadas con el entorno de cría 

(p= 0,404), la intervención quirúrgica (p= 0,260) o la sobreexpresión de α-sin (p= 0,245). Sin 

embargo, los animales criados en EE mostraron una tendencia al aumento en la expresión de 

GDNF del 8,5%. Además, los animales del grupo α-sin expresaron un 11,5% menos de GDNF en 

comparación con los grupos control y sham (Fig. 54B). De hecho, en los animales criados en CE, el 

grupo control (0,19 ± 0,021) mostró la mayor expresión de GDNF, seguida de los grupos sham 

(0,17 ± 0,019) y α-sin (0,15 ± 0,016). Por otro lado, en los animales criados en EE, el grupo α-sin 

(0,16 ± 0,019) mostró una expresión inferior de GDNF respecto a los grupos sham (0,18 ± 0,019) y 

control (0,21 ± 0,0109) (Fig. 54B). 

En este contexto, no se observó una interacción significativa entre el entorno y la 

intervención quirúrgica, ni entre el entorno y la sobreexpresión de α-sin (p= 0,832 y p= 0,967 

respectivamente). Esto sugiere que la tendencia relacionada con el aumento en la expresión de 

GDNF, como resultado de la cría en EE, afecta de igual manera a todos los grupos experimentales, 

independientemente de si han sido sometidos a cirugía o han sobreexpresado α-sin (Fig. 54B). 

 

 

Figura 54. Cuantificación de los niveles de expresión de la proteína GDNF en la vía nigroestriatal de los diferentes 

grupos experimentales criados en CE y EE. Se analizaron los datos de densidad óptica de GDNF normalizados con actina 

en la SN (A) y el estriado (B) mediante un ANOVA de tres factores. Las variables independientes consideradas fueron el 

entorno de cría, la intervención quirúrgica y la sobreexpresión de α-sin. Los resultados se representan mediante 

Boxplots, que muestran la mediana y el rango intercuartílico de las densidades ópticas obtenidas para el anticuerpo 

primario contra GDNF normalizado frente a la actina. CE: condiciones estándar, EE: entorno enriquecido. 

. 
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5.10.5. Análisis de la expresión de Nf-κB 

 

El análisis detallado de la expresión de Nf-κB en la vía nigroestrital reveló que, en la SN, el 

entorno de cría no tuvo un efecto significativo (p= 0,704). Tanto es así, que los valores de densidad 

óptica de los animales criados en CE y EE fueron muy similares. En CE, los grupos control (0,14 ± 

0,009) y sham (0,16 ± 0,010) exhibieron una expresión de Nf-κB similar e inferior en comparación 

con el grupo α-sin (0,18 ± 0,014). En condiciones de EE, el grupo control (0,14 ± 0,005) continuó 

mostrando una menor expresión de Nf-κB, seguido por el grupo sham (0,17 ± 0,012), y el grupo α-

sin (0,17 ± 0,013) (Fig. 55A). Asimismo, ni la intervención quirúrgica (p= 0,084) ni la sobreexpresión 

de α-sin (p= 0,264) tuvieron un efecto significativo sobre la expresión de Nf-κB (Fig. 55A). A pesar 

de la ausencia de efectos significativos, se observó una tendencia en la que los animales sometidos 

a intervención quirúrgica mostraron una expresión de Nf-κB un 11,5% (DO= 0,02) superior en 

comparación con los controles. Una tendencia similar se observó en los animales con 

sobreexpresión de α-sin, con un aumento del 8,2% (DO= 0,014) en comparación con los grupos 

control y sham (Fig. 55A). 

No se observaron interacciones significativas entre el entorno y la cirugía (p= 0,698), ni entre 

el entorno y la sobreexpresión de α-sin (p= 0,264). Sin embargo, se evidenció una tendencia hacia 

una expresión de Nf-κB superior en un 10% (DO= 0,018) en los animales con sobreexpresión de α-

sin criados en CE en comparación con los criados en EE (Fig. 55A).  

En el contexto del núcleo estriado, el análisis reveló que el entono (p= 0,646), la cirugía (p= 

0,239) y la sobreexpresión de α-sin (p= 0,132) tampoco produjeron diferencias significativas en la 

expresión de Nf-κB. No obstante, se observó una tendencia hacia un ligero aumento, 

aproximadamente del 8% (DO= 0,016), en la expresión de Nf-κB en animales con sobreexpresión 

de α-sin (Fig. 55B). Al explorar la expresión de Nf-κB en los grupos experimentales criados en los 

distintos entornos, se observó que, en CE, el grupo control mostró la menor expresión de Nf-κB 

(0,16 ± 0,006), seguido por el grupo sham (0,20 ± 0,019), mientras que el grupo α-sin mostró la 

expresión más elevada (0,22 ± 0,022). Por otro lado, en EE se replicó la misma tendencia 

observada en CE, donde el grupo α-sin (0,21 ± 0,018) presentó una expresión superior que los 

grupos control (0,18 ± 0,006) y sham (0,21 ± 0,018) (Fig. 55B). 

En el núcleo estriado, tampoco se encontraron interacciones significativas entre el entorno de 

cría y la intervención quirúrgica (p= 0,890), ni entre el entorno de cría y la sobreexpresión de α-

sin (p= 0,466) (Fig. 55B).  
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Figura 55. Cuantificación de los niveles de expresión de Nf-κB en la vía nigroestriatal. Se evaluó la densidad óptica de 

la expresión de Nf-κB normalizado frente a la actina, en la SN (A) y el estriado (B). Los resultados se analizaron mediante 

un ANOVA de tres factores, considerando el entorno de cría, la intervención quirúrgica y la sobreexpresión de α-sin 

como variables independientes. Los resultados se representan mediante Boxplots, que muestran la mediana y el rango 

intercuartílico. CE: condiciones estándar, EE: entorno enriquecido. 

 

 

5.11. Análisis de correlación de las variables histológicas y moleculares 
 

Con el fin de abordar de manera integral los datos histológicos y moleculares, optamos por 

llevar a cabo una correlación de medias grupales, seguido de un análisis de correlación de Pearson 

(Fig. 51). Esta metodología implica analizar la relación entre las medias de diferentes grupos, 

permitiendo identificar posibles asociaciones o patrones conjuntos en los datos obtenidos.  

Los resultados histológicos revelaron que la sobreexpresión de α-sin tuvo un efecto negativo 

en las neuronas TH+, disminuyendo tanto el número celular, como las fibras TH+ en la SN, así como 

reduciendo la densidad óptica de las fibras dopaminérgicas en estriado. 

El análisis de correlación entre las medias grupales reveló una correlación positiva entre la 

densidad celular de la SNpc (Fig. 51A) y las fibras TH+ en SNpr (Fig. 51B) con los niveles de p-

TrkB/TrkB (r= 0,98, p= 0,0004 y r= 0,93, p= 0,006, respectivamente). Además, se observó una 

relación positiva entre la densidad de fibras TH+ de la SNpr y los niveles de BDNF (r= 0,88, p= 

0,022; Fig. 51C). Asimismo, la expresión de GDNF se correlacionó positivamente con la densidad 

de células dopaminérgicas (Fig. 51D) y de fibras TH+ (Fig. 51E) en la SN (r= 0,87, p= 0,025 y r= 0,83, 
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p= 0,041, respectivamente). Por otro lado, se encontró una correlación negativa entre la densidad 

de células Nrf-2+ y la expresión de GDNF en la SN (r= -0,88, p= 0,019; Fig. 51F). 

 

Figura 51. Análisis de correlación de Pearson. Las gráficas muestran las correlaciones halladas en la SN. A) Correlación 

entre la densidad de neuronas TH+ de la SNpc respecto a los niveles de p-TrkB/TrkB. B) Correlación entre la densidad 

de fibras TH+ de la SNpr respecto a los los niveles de p-TrkB/TrkB. C) Correlación entre la densidad de fibras TH+ de la 

SNpr respecto a los los niveles de BDNF. D) Correlación entre la densidad de neuronas TH+ de la SNpc respecto a los 

niveles de GDNF. E) Correlación entre la densidad de fibras TH+ de la SNpr respecto a los los niveles de GDNF. F) 

Correlación entre la densidad de células Nrf-2+ de la SNpc y los niveles de expresión de GDNF. 

 

En el estriado se identificaron correlaciones entre la densidad óptica de las fibras TH+ y los 

factores neurotróficos. Concretamente, se encontró una correlación positiva con los niveles de p-

TrkB/TRkB (r= 0,97, p= 0,001; Fig. 52A), BDNF (r= 0,83, p= 0,041; Fig. 52B), p-ERK/ERK (r= 0,87, p= 

0,024; Fig. 52C), además de una relación positiva con los niveles de GDNF (r= 0,86, p= 0,027; Fig. 

52D). 
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Figura 52. Análisis de correlación de Pearson. Las gráficas muestran las correlaciones de los resultados 

correspondientes al estriado. En las gráficas se muestra la correlación de la densidad óptica de las fibras del estriado 

respecto a los niveles de p-TrkB/TrkB (A), BDNF (B), p-ERK/ERK (C) y GDNF (D).  

 

 

Por lo tanto, en líneas generales, los marcadores moleculares analizados mostraron una 

correlación significativa con las alteraciones morfológicas causadas por la sobreexpresión de α-

sin, sugieriendo que estas vías moleculares podrían estar implicadas en la atenuación de los 

efectos tóxicos de esta proteína.  
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A lo largo de las últimas décadas se han desarrollado diversos modelos animales con el 

objetivo de comprender la fisiopatología de la enfermedad de Parkinson (EP). Tanto los modelos 

animales basados en la administración de neurotóxicos, como los modelos animales transgénicos 

han sido capaces de provocar la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la vía nigroestriatal, 

y, en consecuencia, las alteraciones motoras características de esta enfermedad. A pesar de 

tratarse de modelos experimentales que han permitido avanzar en la compresión de la patología, 

cabe destacar que ninguno de estos modelos ha conseguido replicar la formación de los cuerpos 

de Lewy (CL). Es por ello por lo que en los últimos años se ha propuesto el uso de virus 

adenoasociados capaces de sobreexpresar α-sinucleína (α-sin), proteína clave en la formación de 

los CL, para reproducir la patología de la EP.  

Por esta razón, en este trabajo, por un lado, se ha caracterizado y validado un modelo de rata 

de EP basado en la inyección bilateral de un virus adenoasociado (rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-

WPRE) que induce la sobreexpresión de α-sin en la SN de ratas de 8 semanas de edad, evaluando 

así su capacidad para replicar el fenotipo de la enfermedad. Por otro lado, teniendo en cuenta la 

creciente evidencia del beneficio del entorno enriquecido como estrategia neuroprotectora y no 

invasiva, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, se ha explorado el impacto del EE en 

este modelo experimental. Cabe destacar que, hasta el momento, no se ha publicado ningún 

trabajo realizado en un modelo animal de EP basado en la sobreexpresión de α-sin que haya 

estudiado el efecto del EE. Por todo ello, en este estudio se ha evaluado la eficacia del EE para 

atenuar los síntomas motores y las alteraciones patológicas asociadas con la EP.  

 

6.1. Validación del modelo experimental de la EP basado en la sobreexpresión de 

α-sin mediado por el rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-WPRE 

 

El modelo animal de la enfermad de Parkinson (EP) empleado en este estudio se basó en la 

sobreexpresión de α-sin mediada por un virus adenoasociado que contenía un promotor 

específico para neuronas. La inyección del virus se realizó de forma bilateral en la SNpc de ratas 

macho a la edad de 2 meses, y se estudiaron los posibles efectos de la sobreexpresión de α-sin en 

la degeneración de la vía nigroestriatal y en la actividad motora.  
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6.1.1. La inyección de rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-WPRE produce una sobreexpresión de 

α-sin en las neuronas dopaminérgicas de la vía nigroestriatal 

 

En primer lugar, para comprobar si la inyección intracraneal del AAV había dado lugar a la 

infección de neuronas dopaminérgicas y a la sobreexpresión de α-sin, llevamos a cabo un doble 

marcaje de TH/ α-sin en la SNpc. En los animales del grupo α-sin, se observó una notable 

coexpresión de ambos marcadores en este núcleo en todos los puntos temporales analizados. Aun 

así, el número de células que coexpresaban ambos marcadores fue disminuyendo con el paso del 

tiempo, hecho que podría estar relacionado con una reducción en la población de células 

dopaminérgicas causada por la sobreexpresión de α-sin.  

La coexistencia de α-sin y TH en la SN indica que el adenovirus empleado (rAAV9-CMVie/SynP-

wtsyn-WPRE) es válido para infectar neuronas dopaminérgicas. Estudios previos también han 

descrito una coexpresión de la α-sin en neuronas TH-positivas mediante el uso de diversos 

vectores virales como rAAV2/5, AAV6 y AAV1/2 en ratas (Koprich et al., 2010; Decressac et al., 

2012; Gombash et al., 2013). Asimismo, al igual que en nuestro estudio, la presencia de 

colocalización ha sido descrita tanto 3 semanas (Koprich et al., 2010) como 3 meses después de la 

inyección viral (Decressac et al., 2012). Además, esta colocalización también se ha observado en 

ratones, en un modelo experimental que analizó los efectos del vector viral AAV1/2, 10 semanas 

después de su inyección (Ip et al., 2017). Por lo tanto, estos hallazgos confirman que los AAV son 

una herramienta adecuada para inducir la sobreexpresión de α-sin en las neuronas 

dopaminérgicas. 

Por otro lado, teniendo en cuenta que los axones de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc 

proyectan al cuerpo estriado, analizamos la coexpresión de α-sin y TH en este núcleo. Las 

imágenes de la doble inmunohistoquimia mostraron una colocalización de α-sin en las fibras TH-

positivas del estriado. Resultados similares han sido descritos en otros modelos basados en la 

sobreexpresión de α-sin con AAV, sugiriendo el transporte anterógrado de esta proteína desde el 

soma de las neuronas dopaminérgicas ubicadas en la SNpc hasta las terminales sinápticas en el 

estriado (Decressac et al., 2012; Gombash et al., 2013). 

A pesar de que el vector rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-WPRE inyectado contiene un promotor 

específico para neuronas, y haber confirmado la correcta infección de estas células, evaluamos la 

especificidad neuronal del promotor empleado, estudiando la posible coexistencia de α-sin con 

las otras poblaciones celulares del SNpc, como son las células gliales. Además de las neuronas 

dopaminérgicas, que constituyen la población celular predominante de la SNpc (Root et al, 2016), 

tanto los astrocitos como la microglía tienen una presencia abundante en este núcleo y en el SNC 



   6. Discusión 

129 
 

en general (Verkhratsky et al., 2019; Kam et al., 2020). Con este propósito, se llevaron a cabo 

ensayos de doble inmunofluorescencia de α-sin frente a marcadores de astrocitos (GFAP) y 

microglia (Iba-1) tanto en la SN como en el estriado. Las imágenes no mostraron colocalización 

entre los marcadores gliales y α-sin, reforzando así la validez y la especificidad del promotor 

utilizado, que se dirige exclusivamente a las neuronas. 

 

6.1.2. Difusión de la α-sin  

 

Una vez determinada la especificidad de la infección y la sobreexpresión de α-sin, se 

caracterizó la capacidad de difusión de la proteína sobreexpresada. La inmunohistoquimia frente 

a α-sin, realizada en cortes seriados, mostró que la presencia de la proteína alcanzaba desde 

regiones mesencéfalicas como el colículo superior y la sustancia gris periacueductal, hasta 

regiones corticales como la corteza retrosplenial y prefrontal. De hecho, se observó un aumento 

progresivo de la positividad frente a α-sin a medida que transcurría el tiempo, es decir, desde el 

primer mes postinyección hasta el cuarto mes postinyección.  

Por lo tanto, este modelo animal de enfermedad de Parkinson posee la capacidad de replicar 

la hipótesis propuesta por Braak et al. (2004), que postula que la progresión de la patología 

relacionada con α-sin sigue un patrón específico en todo el SNC. Este proceso se inicia en el bulbo 

olfatorio, el núcleo olfatorio anterior y el núcleo motor dorsal del nervio vago. Desde estas áreas 

iniciales, la progresión patológica sigue una trayectoria específica, afectando al locus coeruleus, el 

núcleo reticular gigantocelular y los núcleos rafe caudales. Este avance continúa, alcanzando el 

subnúcleo central de la amígdala, los núcleos colinérgicos del prosencéfalo basal y la SNpc. Más 

adelante, se produce una afectación del córtex cerebral, que inicia con el mesocortex temporal 

anteromedial. En este punto comienza la fase sintomática de la patología. Posteriormente, se 

observa la implicación de las áreas corticales de asociación, seguidas por las áreas funcionales 

primarias, produciendo una afectación generalizada que abarca todo el cerebro (Braak et al., 

2003a, 2004). Esta progresión gradual explica nuestros resultados, en lo que, durante los primeros 

meses, las áreas corticales no mostraron una sobreexpresión significativa de α-sin. Otros autores 

también han documentado la propagación de α-sin hacia áreas distantes desde el lugar de 

inyección. En particular, un modelo basado en la inyección estereotáctica bilateral de 3 µl de AAV- 

α-sin en la SN de ratas macho reveló la difusión de esta proteína al hipocampo, 10 semanas 

después de la inyección (Crowley et al., 2018). Además, se ha descrito que inyecciones vagales de 

AAV desencadenan la sobreexpresión de proteínas y la difusión a larga distancia de α-sin, no sólo 
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en el cerebro de la rata, sino también en el cerebro del ratón (Helwig et al., 2016). Por último, en 

estudios in vitro se ha visto que las neuronas cultivadas pueden liberar α-sin y absorberla del 

entorno extracelular (Volpicelli-Daley et al., 2011; Reyes et al., 2015).  

Sin embargo, los mecanismos responsables de la propagación de la α-sin aún no se 

comprenden completamente. En lo que se refiere a la vía nigroestriatal, estudios previos han 

sugerido que el transporte anterógrado, desde los somas neuronales situados en la SN hasta las 

terminaciones axonales, es responsable de la expresión generalizada del vector viral en el estriado 

(Bjorklund et al., 2000). A pesar de que en un inicio se postuló que esta transmisión de α-sin entre 

diferentes regiones se llevaría a cabo a través de vías anatómicamente interconectadas (Braak et 

al., 2003a), recientemente se ha postulado que la α-sin se propaga de manera similar a los priones, 

lo que facilita su difusión en todo el cerebro mediante mecanismos de transmisión célula-célula 

(Gómez-Benito et al., 2020). Otro estudio reciente también ha descrito que los exosomas 

obtenidos de pacientes con EP e inyectados en el estriado de ratones son capaces de dispersarse 

por todo el cerebro (Guo et al., 2020).  

En definitiva, la difusión de la α-sin en este modelo experimental sigue un patrón que se 

asemeja a la progresión descrita en los pacientes de EP. Aunque no se trata de un objetivo de este 

trabajo de tesis doctoral, la propagación de la esta proteína a otras áreas cerebrales más alejadas 

de la vía nigroestriatal podría influir en la funcionalidad de todas ellas, resultando de interés 

evaluar esta posible afectación.  

 

6.1.3. La sobreexpresión de α-sin mediante el vector rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn induce 

la fosforilación del residuo S129 en la substantia nigra 

 

Además de la capacidad de sobreexpresar y de difundir α-sin a otras áreas cerebrales, la 

validación del modelo animal también conlleva corroborar la capacidad del mismo para general 

cuerpos y neuritas de Lewy. Se ha descrito que los cambios en la estructura de α-sin desencadenan 

la formación de agregados insolubles, constituyendo el componente principal de los CL y NL (Burré 

et al., 2018). Además, se cree que la fosforilación del residuo Ser129 de la α-sin, principal 

modificación postraduccional de la proteína, desempeña un papel crítico en la regulación de su 

estructura y en la formación de agregados, acelerando la conversión patogénica del monómero 

de α-sin a la forma fibrilar (Maries et al., 2003; Reimer et al., 2018; Gabrielyan et al., 2021; Awa et 

al., 2022). Cabe destacar que los cerebros de individuos sanos presentan una proporción muy baja 
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de p-α-sin (Muntane et al., 2012), mientras que, en el cerebro de pacientes con EP, más del 90% 

de la α-sin insoluble se encuentra fosforilada (Okochi et al., 2000). 

Por consiguiente, optamos por estudiar la expresión de p-α-sin, y los resultados revelaron que 

nuestro modelo experimental sí fue capaz de inducir la fosforilación en el residuo S129 de la α-

sin. No obstante, sólo se observó marcaje positivo en la SN, es decir, en el área de inyección. Este 

resultado podría estar relacionado con lo descrito por Helwig et al. (2016), quienes, tras la 

inyección del vector AAV2/6 en el nervio vago de ratones hembra, detectaron tanto α-sin 

monomérica como oligomérica en neuronas de regiones cerebrales más rostrales y no así, las 

fibrillas. Por lo tanto, sólo las formas más solubles de α-sin desempeñarían un papel significativo 

en la difusión de esta proteína, a larga distancia en todo el cerebro (Helwig et al., 2016).  

Además, se observó que la positividad del marcaje aumentaba a partir de los 2 meses 

posteriores a la lesión, manteniéndose estable 4 meses después de la lesión. De forma similar a lo 

detectado en nuestro modelo animal, Yamada et al. (2004) observaron p-α-sin en la SN de ratas 

lesionadas con 3 µl del vector viral AAV2/5 en este núcleo, 13 semanas después de la inyección 

(Yamada et al., 2004). Por otro lado, el modelo animal neurotóxico de EP, basado en la inyección 

intraperitoneal de 30 mg/kg de MTPT a ratones durante 5 días consecutivos mostró expresión de 

p-α-sin, 8 días después de haber recibido la última dosis (Hu et al., 2020). Estos resultados, además 

de resaltar la relevancia de la fosforilación de α-sin en S129 y su implicación en los trastornos 

neurodegenerativos, ponen de manifiesto la importancia de considerar el factor temporal en la 

interpretación de la expresión de p-α-sin, así como el modelo animal de EP empleado.  

 

6.1.4. La sobreexpresión de α-sin provoca una degeneración progresiva de las neuronas 

dopaminérgicas en la vía nigroestriatal 

 

Las alteraciones producidas en la estructura de la α-sin tras su sobreexpresión conllevan la 

formación de agregados insolubles, que se acumulan y ejercen un efecto citotóxico en las 

neuronas (Burré et al., 2018). En consecuencia, se produce la muerte de las neuronas 

dopaminérgicas, dando lugar al inicio de los síntomas parkinsonianos (Savolainen et al., 2015; 

Burré et al., 2018).  

En nuestro modelo animal, la sobreexpresión de α-sin indujo una reducción superior al 20% 

de la densidad de neuronas TH+ en la SNpc entre 1 y 2 meses después de la inyección del virus, y 

una disminución del 35,22% a los 4 meses postinyección respecto al grupo sham. Además, se 

observó una disminución progresiva en el número de células TH+ en la SNpc del grupo α-sin a lo 
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largo del tiempo, mostrando una densidad un 28,82% menor en el cuarto mes, en comparación 

con el primer mes postlesión. Estos resultados ponen de manifiesto una degeneración progresiva 

de la población de neuronas dopaminérgicas de la SNpc tras inducir la sobreexpresión de α-sin. 

Trabajos previos llevados a cabo en modelos animales de EP, basados en la inyección de virus 

adenoasociados, detallaron resultados similares a los descritos en este trabajo (Koprich et al., 

2011; Decressac et al., 2012; Gombash et al., 2013; Ip et al., 2017; Gubinelli et al., 2022; Negrini 

et al., 2022). Estos trabajos, además de poner de manifiesto una muerte neuronal inducida por la 

sobreexpresión de α-sin, describieron una disminución de neuronas TH+ similar a la observada en 

este estudio. Gombash et al. (2013) determinaron una muerte neuronal del 35% y 60%, 1 y 2 

meses después de la inyección de 2 µl a 1,0 x 10 13 gp/ml de rAAV2/5-α-sin, es decir, inyectaron el 

virus a la misma concentración, pero el doble de volumen en comparación a nuestro modelo 

experimental, provocando en consecuencia, una disminución de neuronas dos veces mayor que 

en nuestro caso. Asimismo, Decressac et al. (2012) encontraron una muerte neuronal del 40%, 3 

semanas después de la inyección de 3 µl de virus a 3,7 x1012 gp/ml, por lo que en este caso también 

se refleja la relación del volumen de AAV inyectado con la muerte neuronal inducida. En la misma 

línea, Negrini et al. (2022) describieron una pérdida del 37% de neuronas en la SNpc, 3 meses 

después de la inyección unilateral de 2 µl del vector viral AAV2/9 que sobreexpresaba α-sin 

humana a 6x1012 gp/ml, siendo un resultado similar al obtenido en nuestro modelo animal. Otro 

estudio reciente también ha mostrado una pérdida aproxima del 30% de las células 

dopaminérgicas de la SNpc tras 4 meses desde la administración unilateral de 4 µl de AAV-h-aSYN 

a 2,5 x 1012 gp/ml (Gubinelli et al., 2022), y del 28%, 6 semanas después de la inyección unilateral 

de 2 µl del vector viral AAV1/2 A53T α-syn (Koprich et al., 2011). En modelos animales de ratón, 

la inyección unilateral de 1,5 µl de AAV1/2-A53T α-sin a una concentración de 5,16 x 1012 gp/ml 

en la SN, registró una pérdida del 33% de las neuronas dopaminégicas de la SN, 10 semanas 

después de la inyección (Ip et al., 2017). Por último, Sucunza et al. (2021) emplearon el mismo 

serotipo AAV9 que en nuestro trabajo para sobreexpresar en este caso, α-sin mutada A53T en la 

SNpc de Macaca fascicularis. Tras la inyección bilateral de 5 µl del AAV, describieron una pérdida 

del 39% de las neuronas dopaminérgicas, 3 meses después de la inyección (Sucunza et al., 2021).  

Por otro lado, al igual que se detectó la presencia de α-sin en los terminales axónicos del 

estriado, se produjo una degeneración de dichas fibras. En este caso, al comparar los resultados 

del grupo α-sin con el grupo sham, no se encontraron cambios significativos 1 mes después de la 

inyección, mientras que el deterioro se hizo evidente a partir del segundo mes, donde se observó 

una disminución de las fibras TH+ del 27,48% respecto al grupo sham, superando un umbral de 

degeneración del 30% a los 4 meses después de la cirugía. La ausencia de cambios notables en 
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este núcleo durante el primer mes después de la operación estaría relacionado con el hecho de 

que el proceso degenerativo comienza en la SN, necesitando un mayor periodo de tiempo para 

que el virus se difunda progresivamente a lo largo de la vía nigroestriatal y llegar así, al cuerpo 

estriado. De hecho, en modelos animales de la EP basados en la inyección de 6-OHDA en la SN, se 

vio que inicialmente, el deterioro se presenta en las neuronas dopaminérgicas, afectando 

posteriormente a las fibras estriatales (Haleagrahara et al., 2013). Además, esta progresión se 

alinea con la teoría propuesta por Braak, que describe una degeneración inicial de las neuronas 

dopaminérgicas en la SN durante la fase III de la progresión de la EP, mientras que, durante este 

mismo periodo, el estriado muestra resistencia al desarrollo de alteraciones patológicas (Braak et 

al., 2004). Por lo tanto, la degeneración se manifiesta primero en la SN y luego se extiende a otras 

regiones, como es el caso del estriado. 

En cuanto a la disminución de fibras TH+, varios estudios han descrito un deterioro similar al 

cuantificado en este modelo experimental. Por un lado, en animales experimentales de EP en 

ratas, la inyección de 2 µl se acompañó de una disminución del 25% entre las 3 y 6 semanas 

posteriores (Koprich et al., 2010). Asimismo, Gombash et al. (2013) hallaron una pérdida del 42% 

de las fibras a los 2 meses posteriores a la inyección de 2 µl de AAV, por lo que administraron el 

doble del volumen, acompañado de una reducción aproximadamente del doble al encontrado en 

nuestro caso. En cambio, Phan et al. (2017) no encontraron diferencias significativas hasta 4 

semanas después de la inyección unilateral de 2 µl de α-sin-rAAV2/6 en la SN de ratas hembra, y 

se determinó una pérdida del 32,8% en las fibras estriatales 3 meses después de la cirugía. De 

manera similar, la administración unilateral de 1,5 µl de AAV1/2 que expresaba la variante A53T-

α-sin humana mutada en la SN de ratones también indujo una reducción del 20% de las fibras 

dopaminérgicas en el estriado después de un intervalo de 10 semanas tras la inyección (Ip et al., 

2017). Estos últimos resultados vuelven a ser similares a los obtenidos en nuestro trabajo, por lo 

que podemos concluir que la sobreexpresión de α-sin provocó una degeneración de la vía 

nigroestriatal que concuerda con la dosis del virus administrada.  

En cuanto a la progresión temporal, también hubo evidencia de un deterioro progresivo de 

las fibras TH+ en los grupos con sobreexpresión de α-sin en relación a los puntos temporales 

analizados. Se observó una pérdida del 24% de las fibras dopaminérgicas estriatales a los 2 meses, 

seguida de una disminución pronunciada del 33,9%, 4 meses después de la cirugía, al compararlos 

con el grupo de 1 mes. En línea con nuestros resultados, Decressac et al. (2012) describieron que 

la reducción en la densidad de fibras TH+ en el cuerpo estriado estaba relacionada con el tiempo 

transcurrido desde la inyección nigral. En este trabajo obtuvieron una disminución del 30% de las 
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fibras TH+ aproximadamente 3 semanas después de la inyección, y del 60%, 2 meses después de 

la inyección de 3 µl de rAAV2/6 WT α-sin.  

Todos estos hallazgos destacan, por un lado, la influencia temporal en la densidad de 

neuronas TH+ de la SNpc y de las fibras TH+ del estriado, y por otro, la importancia de la dosis 

administrada, ya que las diferencias observadas en la degeneración de la vía nigroestriatal entre 

los distintos estudios parecen estar relacionadas con la cantidad de virus administrada. 

Por otro lado, los resultados mostraron una degeneración más acusada en el periodo 

comprendido entre los dos primeros puntos temporales analizados (1 y 2 meses postinyección) 

que entre los dos últimos (2 y 4 meses postinyección). Además, esta diferencia fue más 

pronunciada en el caso de las fibras estriatales. Este fenómeno podría ser atribuido a un 

mecanismo compensatorio, en el cual las neuronas sanas aumentan su arborización en un intento 

por contrarrestar los efectos de la degeneración en la vía nigroestriatal. Este resultado ha sido 

descrito en varios trabajos a lo largo de las últimas décadas en modelos animales de EP basados 

en la administración de 6-OHDA (Blanchard et al., 1996; Finkelstein et al., 2000) o MPTP (Porritt 

et al., 2005). Todos ellos describieron un crecimiento de fibras dopaminérgicas semanas o meses 

después de la lesión causada por la administración de los neurotóxicos mencionados. En la misma 

línea, en un estudio reciente, basado en la inyección unilateral de 5 µl 6-OHDA en la SNpc de 

ratones, se mostró una pérdida del 50% de las neuronas dopaminérgicas que, tras 90 días desde 

la administración de la neurotóxico, se acompañó de una compensación de la arborización de los 

axones de estas neuronas dopaminérgicas (Tanguay et al., 2021). 

A pesar de ello, es un hecho constatado que la sobreexpresión de α-sin en la SNpc afecta a las 

fibras dopaminérgicas que proyectan al estriado. Se ha observado la presencia de degeneraciones 

patológicas en los terminales estriatales, con una apariencia morfológica similar a los esferoides 

axonales descritos en pacientes con EP, identificados como un indicador de interrupción del 

tráfico axonal (Tagliaferro y Burke, 2016) y constituyendo un evento patológico relevante en el 

desarrollo de esta enfermedad (Sekigawa et al., 2012; Hunn et al., 2015; Tagliaferro et al., 2015). 

Estas degeneraciones axonales están caracterizadas por la presencia de agregados proteicos que 

confieren a los axones una apariencia semejante a una "cadena de cuentas". A medida que la 

enfermedad avanza, los axones experimentan distrofia e hinchazón, para luego segmentarse y 

fragmentarse en esferoides (Zhou et al., 1998). Estas estructuras, además de α-sin, también 

contienen otras proteínas como neurofilamentos y ubiquitina, compartiendo similitudes con las 

neuritas de Lewy (NL) observadas en los pacientes con EP (Kordower et al., 2013). Por lo tanto, 

además de analizar la densidad óptica de las fibras TH+, se estudió la presencia de agregados 
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axonales asociados al proceso degenerativo. En nuestro estudio, se detectaron acumulaciones 

proteicas, conocidas como degeneraciones axonales (axonal swellings), exclusivamente en el 

estriado de los animales con sobreexpresión de α-sin, volviéndose más prominentes a los 2 meses 

de la inyección. Estos esferoides experimentaron un aumento de más del 200% a los 2 y 4 meses 

después de la intervención quirúrgica. Cabe destacar que se encontró una correlación negativa 

entre la cantidad de degeneraciones axonales y la densidad óptica del tejido estriado, es decir, a 

medida que aumenta la superficie ocupada por estas acumulaciones, la densidad óptica del tejido 

estriado disminuye. Por lo tanto, estos hallazgos subrayan la estrecha relación entre la presencia 

de estas estructuras anómalas de proteínas y el deterioro de la integridad del tejido estriado. Estas 

alteraciones axonales también han sido descritas previamente en modelos experimentales de EP 

basados en la sobreexpresión de α-sin mediante AAVs. Van der Perren et al. (2015) observaron 

neuritas hinchadas en el estriado de ratas inyectadas con 3 µl del vector viral rAAV2/7 en la SN de 

ratas. Asimismo, Phan et al. (2017) describieron una disminución en la cantidad de fibras α-sin 

positivas acompañada de un aumento en el número y tamaño de estas degeneraciones a lo largo 

del tiempo, por lo que estos trabajos previos están en línea con nuestros resultados.  

Además de la SNpc y el estriado, también se analizaron los cambios inducidos por la 

sobreexpresión de α-sin en la substantia nigra pars reticulata (SNpr). La SNpr está compuesta 

principalmente por neuronas GABAérgicas que proyectan al tálamo, al colículo superior y a la 

formación reticular, desempeñando así un papel crucial en la ejecución de los movimientos 

(Takakusaki et al., 2004; Hikosaka, 2007; Faynveitz et al., 2019). Por otro lado, las neuronas 

dopaminérgicas extienden sus dendritas hasta la SNpr, formando arborizaciones terminales. La 

presencia de receptores dopaminérgicos en las neuronas GABAérgicas de la SNpr, permite que la 

dopamina liberada por las neuronas de la SNpc module la actividad de las neuronas GABAérgicas 

(Faynveitz et al., 2019). Por lo tanto, en el contexto de la EP, la disminución de dopamina 

producida tras la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, afectaría tanto de forma 

directa alterando la frecuencia y el patrón de excitación de las neuronas GABAérgicas (Obeso et 

al., 2000), como de forma indirecta, a través de las variaciones que se producen en las aferencias 

recibidas procedentes del estriado.  

En nuestro estudio, la cuantificación estereológica de las fibras dopaminérgicas de la SNpr 

mostró una disminución significativa del 45%, 2 meses después de la cirugía. Consistente con 

nuestros hallazgos, Decressac et al. (2012) también describieron una disminución significativa en 

la densidad de las fibras dopaminérgicas de la SNpr, 3 semanas después de la inyección nigral de 

3 µl de rAAV2/6 WT α-sin en la SN de ratas, volviéndose más pronunciada entre los 2 y 4 meses 

después de la cirugía. Resultados similares se han descrito en modelos transgénicos para el gen 
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LRRK2, donde se encontró una reducción en la densidad de las fibras TH+ (Li et al., 2009; Ramonet 

et al., 2011). Otros estudios corroboraron este patrón en un modelo de ratones transgénicos 

hLRRK2(R1441G) a la edad de 2-4 meses, sugiriendo que la reducción en la densidad de las fibras 

dopaminérgicas podría servir como un marcador temprano en la progresión de la enfermedad en 

modelos transgénicos de EP (Tagliaferro et al., 2015). 

 

Por lo tanto, la sobreexpresión de α-sin produce una degeneración anterógrada de la vía 

nigroestriatal, provocando una disminución de la densidad de neuronas TH+ en la SNpc, y 

acompañado de una reducción de la densidad de fibras dopaminérgicas, tanto en el estriado como 

en la SNpr. Asimismo, la disminución de la sobreexpresión de α-sin en los distintos puntos 

temporales estudiados y descrita en el apartado anterior, coincide con la pérdida progresiva 

frente a la positividad de TH a lo largo de la vía nigroestriatal. Por último, cabe destacar que, en 

términos generales, esta degeneración muestra un comportamiento progresivo en el tiempo, 

resultando en una afectación mayor a los 4 meses postinyección respecto a los otros dos puntos 

temporales analizados. Esta progresión pone de manifiesto la existencia de una ventana temporal 

a tener en cuenta para los estudios de tratamientos neurorrescatadores.  

 

6.1.5. Aumento de la reactividad glial en la vía nigroestriatal como consecuencia de la 

sobreexpresión de α-sin  

 

Además de la degeneración neuronal descrita, numerosos estudios han destacado 

alteraciones relacionadas con la EP en células gliales. Estudios llevados a cabo en pacientes con 

EP han descrito, mediante técnicas de imagen nuclear, una activación de la microglía en todo el 

cerebro (Ouchi et al., 2009). Estos resultados también han sido respaldados por análisis 

histológicos en tejido post mortem, los cuales han revelado activación microglial, no sólo en la SN, 

sino también en regiones como el putamen, el hipocampo y la corteza (Imamura et al., 2003). 

Además, se ha demostrado que la activación microglial puede inducir la respuesta de astrocitos 

reactivos neurotóxicos (Liddelow et al., 2017), comprometiendo la supervivencia de los 

oligodendrocitos (Kıray et al., 2016). Por lo tanto, se sospecha que la patología glial desempeña 

un papel fundamental en la iniciación y propagación de procesos neuroinflamatorios en todo el 

cerebro, contribuyendo así al deterioro neuronal característico de la EP. 

En el caso del modelo experimental objeto de nuestro estudio, los resultados revelaron un 

aumento en la expresión de ambos marcadores gliales en la SN de los animales operados (sham y 
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α-sin), 1 mes después de la cirugía. Además, la proliferación microglial se caracterizó por un 

aumento significativo de las ramificaciones, acompañado de somas celulares hinchados en estos 

grupos experimentales. En cambio, en el grupo control, las células mostraron características 

morfológicas correspondientes a la microglía en reposo. Esta diferencia entre grupos 

experimentales operados y no operados estaría relacionada con la lesión causada al realizar la 

inyección intracraneal del AAV. De hecho, en modelos animales de traumatismo craneoencéfalico, 

así como de estrés postraumático se ha descrito un fenotipo microglial hiperramificado y con una 

mayor longitud de los procesos, 1 mes después de producir la lesión (Smith et al., 2019; Grovola 

et al., 2023). Asimismo, la proliferación de los astrocitos podría estar relacionada con su 

participación en la reparación del tejido nervioso lesionado (Jeong et al., 2013).  

En línea con los trabajos previamente mencionados, los niveles inflamatorios del grupo sham 

disminuyeron a los 2 meses postinyección, mostrando un marcaje frente a GFAP e Iba-1 similar a 

los del grupo control. Esta reducción en la activación glial y en el fenotipo de las células Iba-1+ en 

el grupo sham, sugiere la recuperación del tejido dañado. Como ya se ha mencionado 

previamente, los astrocitos juegan un papel fundamental en la respuesta frente a las lesiones 

cerebrales. Además, se ha propuesto que señales de "encendido/apagado" indican a la microglía 

si debe mantenerse en un estado ramificado o iniciar la transición hacia una morfología activa 

(Ziebell et al., 2015). A su vez, para que esta activación microglial y, por ende, su desactivación 

pueda ocurrir, el SNC debe funcionar correctamente (Schafer y Stevens, 2010), hecho que se 

cumpliría en el grupo sham, una vez revertidos los efectos de la intervención.  

La sobreexpresión de α-sin en cambio, indujo una proliferación glial en la vía nigroestriatal 

que se mantuvo constante hasta los 4 meses postinyección, y fue más notoria en la SN. Además, 

las células Iba+ mostraron una hiperramificación acompañada de cuerpos celulares agrandados, 

es decir, presentaron características de microglía activada. Estudios previos en pacientes con EP 

ya habían documentado un aumento de la microglía nigral en individuos con esta patología 

(Gerhard et al., 2006; Smajić et al., 2022), respaldando así la evidencia de que la microglía participa 

en la respuesta inflamatoria asociada a la EP (Moehle y West, 2015). En modelos animales de la 

EP también se ha identificado este aumento de la población glial. Farrand et al. (2017) emplearon 

un modelo de rata basado en la inyección bilateral intraestriatal de 2 µl de 6-OHDA, en el que 21 

días después de la inyección, detectaron una proliferación de astrocitos y microglía. En otro 

modelo de ratón, basado en la inyección intraperitoneal de lipopolisacáridos (LPS), se observó que 

la morfología de la microglía después de la inyección se inclinó hacia una apariencia de microglía 

activada, con cuerpos celulares aumentados y procesos altamente ramificados en la corteza 

cerebral de estos animales (Kwon et al., 2018). Por otro lado, estudios basados en modelos 
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animales que sobreexpresan α-sin, han determinado que los agregados de α-sin pueden activar a 

las células gliales y que la patología neuronal inducida por esta proteína, tiene un papel 

determinante en la modulación del fenotipo de la microglía activada (Sánchez-Guajardo et al., 

2010; Barkholt et al., 2012). Asimismo, en ratones transgénicos se ha descrito un aumento de la 

microglía activada en la vía nigroestriatal (Su et al., 2008; Watson et al., 2012), así como un 

aumento de la expresión de GFAP (Iovino et al., 2020). Todos estos resultados concuerdan con los 

obtenidos en este trabajo, y se podrían relacionar con lo descrito por Liddelow et al. (2017), que 

demostraron que la microglia activada induce la activación de astrocitos neurotóxicos.   

Por lo tanto, en conjunto, nuestros resultados respaldan el papel fundamental de la patología 

glial en la EP, destacando la necesidad de realizar más estudios que permitan comprender mejor 

su contribución a la enfermedad. 

 

6.1.6. Deterioro de la actividad motora causada por la sobreexpresión de α-sin  

 

La señalización correcta de los ganglios basales y el tálamo es de vital importancia para el 

correcto funcionamiento de las vías motoras directa e indirecta. La degeneración dopaminérgica 

provocada por la sobreexpresión de α-sin conlleva a una disminución de los niveles de dopamina 

en el estriado que, por consiguiente, podría alterar la actividad motora de estos animales. Con el 

fin de determinar esta posible afectación motora, se realizó el test de campo abierto. Los 

resultados mostraron que los animales con sobreexpresión de α-sin experimentaron un 

empeoramiento significativo en la actividad general, la locomoción y la velocidad media en 

comparación con los grupos control y sham en los diferentes puntos temporales analizados. Estas 

alteraciones conductuales se hicieron evidentes a partir de 1 mes después de la cirugía y 

persistieron en los demás puntos temporales analizados, alcanzando su punto máximo a los 2 

meses después de la intervención. Estudios anteriores han descrito resultados similares al inyectar 

bilateralmente 2 µl de AAV2 en la SNpc de ratas Wistar, donde observaron una reducción 

significativa en la distancia recorrida y un aumento en el tiempo de reposo en el grupo α-sin en 

comparación con el grupo sham (Campos et al., 2013). Oliveras-Salvá et al. (2013) también 

describieron que la inyección de 2 µl del vector viral AAV2/7 en la SN de ratones desencadena una 

reducción significativa en la distancia recorrida después de un periodo de 15 semanas tras la 

cirugía. Además, en modelos transgénicos A30P, basados en la sobreexpresión de α-sin, se ha 

observado una disminución significativa en la actividad locomotora a los 8 meses de edad 

(Ekmark-Lewen et al., 2018). Estos hallazgos corroboran nuestros resultados y refuerzan la 
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asociación entre la sobreexpresión de α-sin y los déficits motores observados en el modelo 

experimental de la EP.  

Además, el hecho de que las diferencias significativas en el comportamiento comiencen 2 

meses después de la cirugía, podría estar asociado con una reducción en la liberación de dopamina 

en los terminales sinápticos inducida por la degeneración neuronal causada sobreexpresión de α-

sin, así como por alteraciones en los terminales postsinápticos del cuerpo estriado, resultantes de 

niveles reducidos de dopamina (Gombash et al., 2013). En nuestro caso, considerando que los 

animales son inyectados en la SN, la manifestación de alteraciones conductuales 2 meses después 

de la cirugía coinciden en el tiempo con la disminución de fibras TH+ acusada en el estriado. Por 

lo tanto, ese sería el periodo postinyección necesario para que la degeneración axonal provoque 

una alteración en los niveles de dopamina, dando lugar a los trastornos motores previamente 

descritos. 

 

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, este modelo animal replicaría la 

fisiopatología de la enfermedad de Parkinson, produciendo una degeneración anterógrada de la 

vía nigroestriatal acompañado de la formación de degeneraciones axonales. La muerte de las 

neuronas infectadas por el vector viral comienza en los somas de estas neuronas, situadas en la 

SNpc, que son las responsables de la liberación de dopamina a través de sus proyecciones axonales 

y dendríticas en el cuerpo estriado y la SNpr, respectivamente. En consecuencia, se produce la 

reducción de los niveles de dopamina, causando así el inicio de los síntomas motores 

característicos de la enfermedad. Además, reproduce con éxito la progresión temporal observada 

en los pacientes con EP, generando una patología que se desarrolla de manera gradual. Debido a 

estas características, este modelo podría ser valioso para el estudio de tratamientos 

neuroprotectores, ya que la progresión temporal permite determinar el momento adecuado para 

comenzar la aplicación de estos tratamientos. 
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6.2. El entorno enriquecido como estrategia neuroprotectora en el modelo 

animal de EP inducido por el vector rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-WPRE 

 

A pesar de que los efectos beneficiosos del entorno enriquecido (EE) hayan sido reportados 

en distintas patologías neurodegenerativas, hasta el momento, no se han publicado trabajos que 

estudien el efecto neuroprotector del EE en un modelo animal de EP basado en la sobreexpresión 

de α-sin inducido por un vector viral. Es por ello, que, tras validar el modelo animal, se estableció 

el periodo óptimo para investigar el efecto neurorrescatador inducido por el EE en este modelo 

animal. Basándonos en los resultados obtenidos, se escogió el punto temporal correspondiente a 

los 2 meses postinyección debido a la presencia de una degeneración significativa pero 

potencialmente reversible, ya que la muerte neuronal resultó superior a los 4 meses y, por 

consiguiente, a los 2 meses habría neuronas en proceso de degeneración. Así, los animales fueron 

criados en EE durante 2 meses después de la intervención quirúrgica.  

 

6.2.1. La cría en EE reduce la sobreexpresión de α-sin y su fosforilación en las neuronas 

de la vía nigroestriatal, sin alterar la capacidad de difusión 

 

El primer análisis realizado para determinar si el entorno de cría provocó cambios en la 

sobreexpresión de α-sin, fue una doble inmunofluoresencia frente a α-sin y TH en la SNpc, es decir, 

en el lugar de inyección. Se observó colocalización en los animales criados en ambas condiciones, 

a pesar de que fue ligeramente menor en animales criados en EE. Esta variación podría estar 

relacionada con el efecto neuroprotector ejercido por el EE, y es que se ha descrito que el EE 

influye en el metabolismo de la dopamina, así como en las enzimas relacionadas con su síntesis y 

degradación, sus receptores y su almacenamiento en vesículas (Jüngling et al., 2018). De esta 

forma, una posible mejora en la positividad frente a la TH, implicaría de una manera relativa, una 

menor colocalización de α-sin/TH. En esta línea, un estudio llevado a cabo en ratones con niveles 

reducidos de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) debido al tratamiento con MPTP y criados en EE 

durante 3 meses, mostró mejoras en los niveles de expresión de ARNm de TH y un aumento en el 

número de neuronas inmunorreactivas a TH (Yuan et al., 2009). También se ha descrito que la 

exposición de ratones tratados con MPTP y criados en EE durante 2 meses resultó en un 

incremento de células TH+ en la SNpc, proporcionando protección contra la neurotoxicidad 

inducida por MPTP (Bezard et al., 2003; Goldberg et al., 2011). 
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Al igual que ocurría en CE, la inyección bilateral con el adenovirus en los animales criados en 

EE indujo la sobreexpresión de α-sin, no sólo en el lugar de inyección (SNpc), sino también en el 

estriado, en núcleos mesencefálicos como el colículo superior, el complejo geniculado medial del 

tálamo y la corteza cerebral. Cabe destacar, que en este caso también se observó una expresión 

de α-sin reducida respecto a las condiciones estándar en todas las áreas cerebrales analizadas. 

Estos hallazgos están en línea con trabajos previos realizados tanto con pacientes humanos, como 

con modelos animales. Iofrida et al. (2017) reportaron una menor presencia de α-sin en los 

glóbulos rojos de humanos que realizaban un entrenamiento físico 3 veces por semana, respecto 

a aquellos que llevaban una vida sedentaria. Por otro lado, un estudio realizado con ratones 

transgénicos A53T α-sin de la línea M83 demostró que, tras 2 meses de ejercicio regular en la cinta 

de correr, se produjo una reducción significativa en la expresión de α-sin en las neuronas TH+ de 

la SNpc (Dutta et al., 2022).  

Uno de los posibles mecanismos por el cual los animales criados en EE muestran una menor 

expresión de α-sin podría estar relacionado con los sistemas de degradación de proteínas. La α-

sin puede ser degradada por el sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) y la vía autofágica-lisosomal 

(ALP), habiéndose demostrado una disfunción de ambos mecanismos durante el desarrollo de la 

EP (Webb et al., 2003; Lees et al., 2009; More et al., 2013). En consecuencia, además de disminuir 

la degradación de esta proteína, mediante el uso de modelos animales genéticos se ha 

demostrado que se produce un aumento de las variantes tóxicas de la proteína, que darían lugar 

a la formación de agregados (Balestrino y Schapira, 2020; Senkevich y Gan-Or, 2020). En modelos 

animales de EP basados en la inyección de neurotóxicos y vectores adenovirales también se han 

descrito alteraciones de la vía autofágica-lisosómica (Chu et al., 2007; Decressac et al., 2013). En 

cambio, un estudio reciente ha mostrado que la cría en EE aumenta la función del mecanismo de 

la vía autofágica-lisosomal en un modelo animal de EP, dando lugar a una mejora sináptica 

mediada por la autofagia (Xu et al., 2023). Zhang et al. (2022) también han sugerido que el EE 

potencia la autofagia inhibiendo la actividad de la rapamicina en mamíferos, a través de su 

participación en las vías de señalización MAPK/ERK 1/2, lo que, en última instancia, puede inducir 

un aumento en el flujo autofágico, al mejorar la disfunción lisosomal. 

Además de la difusión de la α-sin, se analizó la capacidad de fosforilación de esta proteína. 

Observamos que, de manera similar a lo observado en CE, la p-α-sin permanecía en el sitio de 

inyección en los animales criados en EE. Sin embargo, el nivel de expresión de p-α-sin fue inferior 

en los animales criados en EE al compararlos con los criados en CE. Este resultado también se ha 

descrito en otros modelos animales. Un estudio reciente ha demostrado que en ratones de la línea 

transgénica hA53T α-sin G2-3, criados durante 2 meses en EE, la densidad de p-α-sin en la SN 
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tendía a disminuir respecto los animales criados en CE (Kim et al., 2021). Dutta et al. (2022) 

también han descrito que la realización de ejercicio físico durante 2 meses, se acompañó de una 

reducción en la expresión de esta proteína en la SN de ratones transgénicos A53T α-sin de la línea 

M83. Esta disminución podría estar relacionada con el papel de la α-sin en la regulación del 

complejo receptor de proteína de fijación soluble sensible al factor N-etilmaleimida (SNARE) y el 

tamaño de las vesículas sinápticas (Darios et al., 2010; Scott y Roy, 2012). Se ha descrito que la p-

α-sin puede unirse a las proteínas SNARE e interrumpir sus funciones (Garcia-Reitböck et al., 

2010), mientras que la cría en EE aumenta la expresión de proteínas SNARE, al mismo tiempo que 

reduce la expresión de p-α-sin (Kim et al., 2021), lo que sugiere un posible mecanismo 

neuroprotector en la patología de la EP. 

 

6.2.2. El entorno enriquecido aumenta la supervivencia de las neuronas en proceso de 

degeneración en la vía nigroestriatal tras la sobreexpresión de α-sin 

 

Los cambios observados en la sobreexpresión de α-sin entre animales criados en condiciones 

estándar y entorno enriquecido, podrían a su vez, reflejarse en diferencias en la degeneración 

observada en la vía nigroestriatal. Para determinar si el EE era capaz de revertir la degeneración 

dopaminérgica observada en el grupo α-sin, se cuantificó la densidad de neuronas TH+ en la SNpc 

y las fibras TH+ tanto en el estriado como en la SNpr.  

En primer lugar, se analizaron los cambios en la SNpc, donde los resultados estereológicos 

revelaron una reducción significativa del 20% en la densidad de neuronas dopaminérgicas entre 

los animales del grupo α-sin y sham criados en EE. Al comparar los animales criados en EE y CE, a 

pesar de no alcanzar una significancia estadística, se observó una clara tendencia hacia una mayor 

preservación celular en los animales criados en EE. Tanto es así que los animales criados en EE 

mostraron una densidad de células TH+ un 11,5% mayor que los criados en CE. Más 

concretamente, en el grupo α-sin, se evidenció un incremento del 16,3% en la densidad neuronal 

de los animales criados en EE respecto a los criados en CE. Esta tendencia ya había sido 

documentada en otros modelos animales. Un estudio reciente, llevado a cabo con ratones 

transgénicos C57BL/6; Prnp-SNCA*A53T y criados en EE durante 8 semanas, mostró una mayor 

conservación de las células TH+ en la SN (Cho et al., 2022). Por otro lado, un modelo de rata basado 

en la inyección unilateral de 7,5 µg de 6-OHDA en el estriado reveló un aumento estadísticamente 

significativo en el número de neuronas TH+ en la SN respecto al control, después de 1 semana de 

cría en EE (Requejo et al., 2018). 
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En el caso de las fibras TH+ del estriado, se observó una disminución significativa del 15,8% en 

los animales con sobreexpresión de α-sin, mientras que la cría en EE exhibió un incremento 

significativo del 24,09% en la densidad óptica, en comparación con los animales criados en CE. 

Este aumento fue especialmente destacado en el grupo de animales con sobreexpresión de α-sin, 

donde se registró un incremento en la densidad óptica de fibras dopaminérgicas estriatales de 

aproximadamente un 30% al comparar los criados en EE respecto a los criados en CE. Estos 

resultados concuerdan con trabajos previos. Anastasía et al. (2009) describieron un efecto 

neuroprotector del EE sobre las fibras dopaminérgicas tras la administración de 4 µl de 6-OHDA 

en el haz medial del cerebro, y criadas en EE durante 3 semanas, antes y después de la lesión. En 

la misma línea, otro estudio más reciente ha puesto de manifiesto un aumento de la densidad 

óptica en el estriado de los animales lesionados con 6-OHDA tras haberlos sometido a ejercicio 

físico (5 días/semana) durante 4 semanas respecto al grupo sedentario (Shi et al., 2017). Estos 

hallazgos sugieren que el EE mejora la preservación de las estructuras dopaminérgicas. 

Concretamente, en nuestro estudio, la densidad óptica del grupo α-sin criado en EE, mostró 

valores equiparables a los del grupo control criado en CE, sugiriendo que la cría en EE logró atenuar 

los efectos de la sobreexpresión de α-sin. Y es que el EE no solo aumenta los niveles de actividad 

física, sino también de la estimulación sensorial (Nithianantharajah y Hannan, 2006), lo que podría 

haber posibilitado esta recuperación. De hecho, una investigación basada en la inyección bilateral 

de 3 µl de AAV2/6-α-sin en la SN de ratas, estabuladas en jaulas con ruedas de ejercicio durante 

40 semanas indicó que, la carrera voluntaria no logró rescatar la degeneración parcial de las 

terminales nerviosas dopaminérgicas en el estriado (Crowley et al., 2018), lo que subraya que la 

interacción entre los diversos componentes del EE promueve un mayor efecto neuroprotector 

que el ejercicio físico aislado. 

Además de comprobar que el EE inducía una recuperación de las fibras TH+ en el estriado, se 

analizó la presencia de agregados axonales en este núcleo. Los resultados mostraron una 

disminución significativa, tanto desde una perspectiva cualitativa como cuantitativa, en la 

incidencia de degeneración axonal en los sujetos del grupo α-sin criados en EE, en comparación 

con los criados en CE. Concretamente, la superficie ocupada por las degeneraciones axonales en 

los individuos criados en EE fue un 62% menor que en los criados en CE. La disminución en la 

presencia de agregados axonales mostró una correlación negativa respecto a la densidad de fibras 

TH+ en el estriado de ambos grupos experimentales, siendo más pronunciada en el grupo criado 

en EE, lo cual sugiere, junto con los cambios observados en la densidad de neuronas TH+ en la 

SNpc, la participación de mecanismos protectores vinculados a la cría en EE.  
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Dada la importancia funcional de la SNpr, y basándonos en el efecto negativo causado por la 

sobreexpresión de α-sin en los animales criados en CE, se estudió el efecto de la cría en EE sobre 

este núcleo. El análisis estadístico de la cuantificación de las fibras dopaminérgicas en la SNpr, 

reveló una disminución del 20,25% de las fibras en los animales inyectados con α-sin en 

comparación con los que carecían de ella, considerando conjuntamente los criados en CE y EE. 

Este patrón ya había sido observado en CE, donde la sobreexpresión de α-sin impactó 

significativamente en la densidad de estas fibras dopaminérgicas. En este contexto, se observó 

que este entorno de cría pudo revertir la degeneración dopaminégica en la SNpr en los animales 

operados. En CE, los animales sometidos a cirugía mostraron una disminución relativa del 40% en 

las fibras TH+, en contraste con el grupo control. Sin embargo, en EE, esta disminución se limitó al 

11%. Estos resultados sugieren que el EE puede prevenir la pérdida de fibras TH+ en la SNpr en 

aproximadamente un 75%. En particular, se observó que en los animales sometidos a intervención 

quirúrgica, el EE propició un aumento del 37,5% en la densidad de fibras en comparación con los 

operados criados en CE. Por lo tanto, se ha demostrado que la SNpr manifiesta una notable 

plasticidad ante el EE, mostrando la capacidad de restaurar la reactividad de las fibras TH+. 

Bechard et al. (2017) también encontraron un aumento en la densidad óptica de las fibras TH+ de 

la SNpr tras la cría en EE durante 3 semanas, en comparación con el grupo de animales criados en 

CE. Estos resultados resaltan el impacto notable de la cría en EE en la SNpr, incluso en ausencia de 

intervención quirúrgica. 

Es importante destacar que el impacto atenuado del EE en la densidad de neuronas TH+ de la 

SNpc, sería posiblemente atribuible a que, al tratarse de la zona de inyección del AAV, la 

degeneración de las neuronas comienza por los somas y, en consecuencia, los mecanismos 

neuroprotectores asociados con el EE podrían tener una eficacia reducida en la SNpc en 

comparación con otras regiones afectadas más tardíamente. Estos hallazgos concuerdan con 

investigaciones previas que describieron que no hubo diferencias en el porcentaje de células TH+ 

en la SN de ratas lesionadas unilateralmente con 2 µl de 6-OHDA, criadas en un EE postnatal o en 

CE (Jungling et al., 2017). 

Las causas exactas por las cuales el EE protege las neuronas dopaminérgicas de la vía 

nigroestriatal frente a la toxicidad inducida por la sobreexpresión de α-sin aún no se conocen por 

completo. Por un lado, hay evidencias que sugieren que los niveles alterados de los receptores de 

dopamina 1 (D1) y 2 (D2) están asociados con los síntomas de la EP (Rassu et al., 2017), y se ha 

observado que el EE es capaz de reestablecer los niveles normales de estos receptores (Cho et al., 

2022). Por otro lado, los efectos beneficiosos del EE podrían estar relacionados con un aumento 

en la expresión del BDNF, como se ha observado en diversos modelos animales de la EP inducidos 



   6. Discusión 

145 
 

por 6-OHDA y MPTP (Ickes et al., 2000; Campêlo et al., 2017). Estudios previos también han 

descrito un aumento en la expresión de BDNF en el hipocampo de ratas envejecidas, relacionado 

con un incremento significativo en el crecimiento de las neuritas en animales criados en EE (Neidl 

et al., 2016; Hutson et al., 2019). Asimismo, la función protectora del EE frente a las neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc, podría estar relacionada con su capacidad para mitigar y modular la 

neuroinflamación, así como para modificar la expresión de moléculas pro- y antiinflamatorias 

(Cotman et al., 2007; Singh et al., 2020). Por último, el papel del entorno enriquecido sobre la 

modulación del estrés oxidativo, otra característica fisiopatológica de la EP, podría a su vez, 

contribuir a una mejora de los cambios morfológicos observados. Recientemente, se han 

estudiado los cambios en los niveles de enzimas de desintoxicación, tales como el citocromo P450 

familia 1 subfamilia A miembro 2 (CYP1A2), la paraoxonasa 1 (PON1), y la alcohol deshidrogenasa 

1 (ADH1), en un modelo de ratón transgénico B6.Cg-Tg [Prnp-SNCA*A53T] criado en EE durante 2 

meses, mostrando que el EE fue capaz de reestablecer los niveles enzimáticos y por lo tanto, de 

reducir el estrés oxidativo (Wi et al., 2018).  

A continuación, teniendo en cuenta que, hasta el momento, no se han estudiados los efectos 

del EE en un modelo animal basado en la sobreexpresión de α-sin mediante la inyección de un 

virus adenoasociado, analizaremos la implicación de algunos de estos mecanismos en nuestro 

modelo experimental.  

 

6.2.3. El entorno enriquecido revierte la disminución de los niveles de BDNF-TrKB-ERK 

causado por la sobreexpresión de α-sin 

 

Entre los posibles mecanismos moleculares que subyacen al efecto neuroprotector del EE, 

destaca su papel modulador en la expresión de factores neurotróficos, que inducen cambios 

estructurales significativos en el cerebro (Mohammed et al., 2002; Wassouf et al., 2018).  

Se ha descrito que la cría en EE aumenta entre otros, la expresión de BDNF, cuyo efecto 

neuroprotector está mediado por la activación de la vía TrkB/MAPK/ERK1/2/IP3K/Akt (Numakawa 

et al., 2010). La vía de señalización BDNF-TrkB regula múltiples procesos neuronales críticos, como 

el crecimiento dendrítico, la maduración y estabilización de las espinas dendríticas (Gorski et al., 

2003; Kwon et al., 2011; Orefice et al., 2013), así como la plasticidad sináptica (Chen et al., 2017a; 

Leal et al., 2017). Además, esta vía activada por el BDNF, aumenta la supervivencia neuronal 

actuando sobre la apoptosis, la neurotoxicidad provocada por el glutamato y el óxido nítrico, o el 
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daño celular inducido por el estrés oxidativo (Petersén et al., 2001; Numakawa et al., 2010; Wu et 

al., 2019).  

En el contexto de la EP, se ha demostrado que las neurotrofinas previenen la muerte celular 

y promueven la proliferación y maduración neuronal, potenciando el crecimiento y la 

funcionalidad de las neuronas afectadas (Awad et al., 2015; Sampaio et al., 2017). Además, se ha 

descrito que la disfunción de la transducción de señales mediada por ERK, que pertenece a la 

familia de quinasas activadas por mitógenos (MAPK), contribuye significativamente a la 

patogénesis de diversas enfermedades neurodegenerativas, como la EP (Rai et al., 2019). Estas 

cascadas de MAPK son fundamentales para regular procesos biológicos, como la proliferación 

celular, la diferenciación y las respuestas al estrés (Keshet y Seger, 2010; Plotnikov et al., 2011; 

Sabio y Davis, 2014). Nuestros resultados mostraron que, en concordancia con los cambios 

morfológicos descritos, la sobreexpresión de α-sin y la cría en EE produjeron alteraciones en la 

expresión de las proteínas relacionadas con funciones neuroprotectoras en las regiones clave de 

la vía nigroestriatal.  

En cuanto al efecto de la sobreexpresión de α-sin, se encontró una reducción en la expresión 

de BNDF de un 14% en la SN, y de un 10% en el estriado de estos animales. Esta disminución en la 

expresión de la neurotrofina, se acompañó de una disminución significativa de la ratio de p-

TrKB/TrKB tanto en la SN como en el estriado (18% y 20,97%, respectivamente), lo que sugiere 

una menor activación de la vía BDNF-TrKB en los animales con sobreexpresión de α-sin en 

comparación con los grupos control y sham. Asimismo, la fosforilación de ERK aguas abajo mostró 

la misma tendencia, es decir, los animales con sobreexpresión de α-sin mostraron una reducción 

en la ratio p-ERK/ERK, tanto en la SN como en el estriado (11,5% y 15,6% respectivamente), 

respecto al grupo sham. Por lo tanto, estos resultados están en línea con lo descrito en trabajos 

previos, tanto en estudios clínicos de la EP como en modelos experimentales de esta enfermedad. 

Concretamente, en pacientes de EP se ha documentado un descenso en los niveles de BDNF, tanto 

en sangre como en el cerebro (Howells et al., 2000; Scalzo et al., 2010; Sampaio et al., 2017), y se 

ha visto que se altera el transporte del BNDF en las neuronas (Chu et al., 2012), además de inhibir 

la síntesis de dopamina (Kang et al., 2017). Asimismo, en modelos animales transgénicos y basados 

en la inyección de 6-OHDA se ha descrito la reducción de la expresión de BDNF, tanto en la SN 

como en el estriado (Real et al., 2013; Fang et al., 2017).  

Para que los cambios en la expresión de BDNF estén relacionados con un aumento en la 

activación de la vía de señalización mencionada previamente, es necesario analizar la expresión 

del receptor TrkB y su fosforilación. Tuon et al. (2014) encontraron una reducción de la expresión 
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de TrkB en el estriado y en el hipocampo de ratones lesionados unilateralmente con 6-OHDA en 

el estriado, en comparación con el grupo sham. Posteriormente, Sconce et al. (2015b) describieron 

una disminución significativa en los niveles de p-TrkB en la SN, que a su vez estaba asociada a una 

reducción no significativa en la expresión de la proteína BDNF respecto al grupo sham, en un 

modelo de ratón de MPTP. Modelos experimentales basados en la sobreexpresión de α-sin 

también observaron una reducción en la fosforilación de TrkB (Kang et al., 2017). Además, estos 

autores, constataron que el receptor TrkB colocalizaba con la proteína α-sin en los CL de pacientes 

con EP, exhibiendo una positividad para p-TrkB considerablemente más tenue que los niveles 

totales de TrkB (Kang et al., 2017).  

Además de la fosforilación del receptor, la activación de moléculas de la vía de señalización 

también pone de manifiesto la funcionalidad de la vía. Concretamente, un trabajo reciente 

estableció una conexión entre la disfunción motora relacionada con la EP, y la activación 

disminuida de la vía de señalización ERK/MAPK, así como un desequilibrio en los niveles de 

dopamina en el estriado (Mariani et al., 2019). En la misma línea, Bilge et al. (2020) mostraron una 

disminución en la expresión de p-ERK en el estriado de ratas, 10 días después de la administración 

de rotenona en la SNpc y en el VTA (Bilge et al., 2020). Por lo tanto, todos estos hallazgos respaldan 

y amplían nuestras observaciones sobre la influencia negativa de la α-sin en la activación de la vía 

BDNF-TrkB-ERK1/2 en la EP. 

Por otro lado, los resultados también mostraron un efecto significativo del entorno 

enriquecido sobre la expresión de estas moléculas. Tanto en la SN como en el estriado, los 

animales mostraron un aumento de la expresión del BDNF (10,73% y 11%, respectivamente), de 

la activación de su receptor (p-TrkB/TrkB; 18,45% y 16,47%, respectivamente) y de la activación 

de la vía de señalización aguas abajo (p-ERK/ERK; 18,7% y 15,42%, respectivamente) en 

comparación con los animales criados en CE. Resultados similares han sido descritos en trabajos 

previos llevados a cabo en otros modelos animales, donde se ha descrito un aumento de la 

expresión de TrKB, BDNF y la ratio p-ERK/ERK (Faherty et al., 2005; Bengoetxea et al., 2018; Wang 

et al., 2022; Xu et al., 2022). Por lo tanto, quedaría demostrado que la estimulación ambiental 

ejerce una influencia significativa en la regulación de la expresión de neurotrofinas, activando así, 

las vías neuroprotectoras.  

Cabe destacar que este incremento entre los entornos de cría fue más notorio en el grupo con 

sobreexpresión de α-sin. Mientras que en los animales criados en EE se encontró una tendencia 

al aumento de la expresión del BDNF del 11,88% y del 15% en la SN y en el estriado, 

respectivamente, la mejora fue significativa en el caso de la ratio p-TrkB/TrkB (18,5% en la SN y 
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21% en el estriado), y se acompañó de un aumento en la relación p-ERK/ERK en ambos núcleos 

(12,81 en la SN y 11,5% en el estriado) en comparación con los animales del grupo α-sin criados 

en CE. Por ende, el EE demostró ser capaz de contrarrestar los efectos de la sobreexpresión de α-

sin sobre los niveles de estas proteínas.  

Trabajos previos han descrito resultados similares en cuanto al efecto neuroprotector del EE 

y del ejercicio físico, y, sobre todo, han sido llevados a cabo en modelos animales basados en la 

administración de neurotóxicos. En un modelo de ratón progresivo de EP, inducido por el 

tratamiento repetido con bajas dosis de reserpina, la exposición a EE durante 3 meses condujo a 

un aumento en los niveles de BDNF en el estriado (Fernandes et al., 2012). Asimismo, el ejercicio 

físico por sí solo también indujo un incremento significativo en los niveles del BDNF en la SN de 

ratones inyectados con MPTP (Lau et al., 2011; Zhao et al., 2014). Por otro lado, en animales 

inyectados con 6-OHDA, se observó que la práctica de ejercicio durante 60 días antes de la 

inyección, resultó en un aumento significativo en los niveles de TrkB en el estriado e hipocampo 

de estos animales (Tuon et al., 2014). En un estudio adicional, la práctica de ejercicio durante 4 

semanas antes la administración intraperitoneal de lipopolisacárido (1 mg/kg), previno la pérdida 

de neuronas dopaminérgicas y restauró los niveles de moléculas de señalización BDNF-TrkB en la 

SN (Wu et al., 2011). Estos resultados también han sido corroborados en estudios con seres 

humanos, donde se ha observado un aumento en la actividad de TrKB en los linfocitos de 

pacientes con enfermedad de Parkinson que participaron en un programa intensivo y aeróbico 

durante 4 semanas (Fontanesi et al., 2016). Todo ello concuerda con un estudio reciente en el 

que, mediante un metanálisis basado en datos de modelos animales de EP, se ha demostrado que 

el ejercicio incrementó los niveles de TrkB (da Costa Daniele et al., 2020). Esta observación se 

alinea con trabajos previos que han demostrado que una intervención de ejercicio aeróbico 

durante 2 y 4 semanas resultó efectiva para aumentar la expresión de p-ERK1/2 en ratones 

lesionados con 6-OHDA en el estriado (Choe et al., 2012; Wang et al., 2022). Este incremento en 

la expresión de p-ERK, inducido por el ejercicio físico, desencadena un aumento en la expresion 

de los receptores D2 en el estriado, protegiendo selectivamente las espinas dendríticas con estos 

receptores (Real et al., 2013; Chen et al., 2015, 2017b).  

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto, los resultados muestran que la cría en 

EE aumenta la expresión del BDNF, activando la cascada de señalización neuroprotectora a través 

de su unión, y consiguiente fosforilación de su receptor TrKB. Además, estos cambios moleculares 

muestran correlación con los cambios morfológicos descritos en este modelo experimental de la 

EP. Por un lado, el análisis de correlación de medias grupales reveló una correlación positiva entre 

la densidad celular de la SNpc y la expresión p-TrkB/TrkB. Investigaciones previas han respaldado 
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esta idea al demostrar que el aumento de la expresión de TrkB en el cerebro de ratones 

transgénicos B6;129X1-Sncatm1Rosl, conduce a un incremento en el número de neuronas 

dopaminérgicas TH+ (Kang et al., 2022). Asimismo, también hemos encontrado una correlación 

positiva entre la expresión de BDNF y la densidad de fibras TH+, tanto en la SN como en el estriado, 

es decir, el aumento en la expresión de BDNF contrarresta la degeneración de las fibras 

dopaminérgicas. Además, los niveles de expresión de p-ERK/ERK también muestran una 

correlación positiva con las fibras dopaminérgicas estriatales. Todos estos resultados corroboran 

lo descrito en estudios previos, donde la inhibición del gen que codifica el BDNF resultó en la 

pérdida de neuronas dopaminérgicas en ratones, confirmando así la función protectora del BDNF 

contra lesiones y procesos degenerativos (Baquet et al., 2005; Gerecke et al., 2010). Además, este 

factor neurotrófico aumentó la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas en la SN de ratas 

lesionadas con 6-OHDA (Nam et al., 2015) y el crecimiento de axones dopaminérgicos, cuando el 

gen Bdnf fue transducido 6 semanas después de la lesión axonal, a ratones inyectados con 6-OHDA 

(Kim et al., 2012). En pacientes con EP se ha visto que la concentración disminuida de BDNF en 

suero y cerebro se acompaña de un aumento en la degeneración de las neuronas dopaminérgicas, 

lo que conduce a trastornos del movimiento y déficit cognitivo (Wang et al., 2016; Lin et al., 2017; 

Huang et al., 2018). 

En la misma línea, se ha descrito que la activación de la señalización p-TrkB/p-Akt conduce a 

la fosforilación de la proteína de unión al elemento de respuesta cAMP (CREB), lo que a su vez, 

provoca un aumento en la producción de BDNF. Este incremento en los niveles de BDNF en el 

cerebro refuerza la vía neurotrófica del TrkB, contribuyendo así a la supervivencia de las neuronas 

dopaminérgicas y al aumento de los niveles de TH (Kang et al., 2022). Por último, Cao et al. (2017) 

determinaron que el incremento de la fosforilación de ERK1/2 estaría implicado en la 

supervivencia de neuronas dopaminérgicas en la SNpc y de las fibras en el estriado de ratones 

tratados con MPTP. 

En este contexto, la modulación en los niveles de BDNF y p-TrkB/TrkB inducido por el EE podría 

contribuir a la normalización de los niveles de activación del receptor TrKB. En la ratio p-TrkB-TkB, 

los valores de expresión en el grupo α-sin criado en EE se asemejan a los del grupo sham criado 

en CE. Esta similitud sugiere que el EE no sólo induce un aumento significativo de BDNF y p-

ERK/ERK, sino que también contrarresta los efectos adversos de la sobreexpresión de α-sin en los 

niveles de p-TrkB/TrkB. 

En resumen, nuestros hallazgos revelan que la exposición a EE aumenta los niveles de factores 

neurotróficos y la activación de las vías de señalización clave en la función neuroprotectora como 
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son el BDNF y la relación p-Trkb/TrkB y p-ERK/ERK, ofreciendo perspectivas valiosas sobre su 

potencial impacto positivo en enfermedades neurodegenerativas como la EP. 

 

6.2.4. Papel del EE sobre las células gliales: disminución de la neuroinflamación y 

aumento de la expresión del GDNF  

 

Mientras que la sobreexpresión de α-sin provocó un aumento de la reactividad glial, el análisis 

cualitativo de las inmunohistoquimias frente a GFAP e Iba-1 reveló una reducción de estos 

marcadores en los animales criados en EE, siendo esta reducción mayor en el grupo α-sin.  

Además, también se observaron diferencias morfológicas, sobre todo en la población microglial, 

donde los animales sometidos a intervención quirúrgica y criados en EE mostraron células Iba-1+ 

con menos ramificaciones y con somas no hinchados. Estos hallazgos sugieren un papel potencial 

modulador del EE sobre la respuesta glial, que promueve un estado microglial no activado 

asociado con la reducción de marcadores neuroinflamatorios (Ali et al., 2019) y, que, por lo tanto, 

ofrecería una vía para mitigar la inflamación causada con la sobreexpresión de α-sin en modelos 

de EP.  

A pesar de que no se han encontrado estudios que hayan analizado los cambios en la 

reactividad glial en modelos de EP criados en EE, diversos estudios han determinado que el efecto 

neuroprotector de la actividad física, uno de los principales componentes del EE, está relacionado 

con la prevención y la modulación de los procesos inflamatorios (Cotman et al., 2007). En modelos 

animales basados en la administración intraperitoneal de MPTP, se ha descrito una disminución 

de la expresión de GFAP en la SN de ratas, tras 2 (Sconce et al., 2015a) y 10 semanas de actividad 

física (Palasz et al., 2019a), alcanzando niveles similares al grupo control. En la misma línea, Dutre 

et al. (2012) mostraron que tras la inyección unilateral de 3 µl de 6-OHDA en el haz medial del 

cerebro anterior de ratas, se observó una reducción de GFAP en el estriado de estos animales 

después de 32 días de ejercicio físico. En cuanto a la expresión de Iba-1, también se ha descrito 

una disminución de la misma en roedores tratados con MPTP (Palasz et al., 2019a) y 6-OHDA (Real 

et al., 2019) tras la exposición a ejercicio físico. Asimismo, un estudio reciente basado en un 

modelo de ratón tratado con MPTP demostró que el ejercicio en cinta de correr, realizado durante 

1 hora al día/5 días a la semana durante 6 semanas, suprimía la activación de la microglía en la SN 

desencadenada por MPTP, al mismo tiempo que inducía un cambio en la morfología de estas 

células (Wang et al., 2021), siendo estos hallazgos similares a los descritos en nuestro estudio. 

Cabe destacar que, en modelos animales de otras patologías neurodegenerativas como el 
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Alzhéimer, se ha observado un efecto similar del EE. Un modelo de ratón mostró que, tras la cría 

en EE durante 8 semanas, la morfología microglial presentó un estado menos activo que los 

criados en CE (Xu et al., 2016).  

Los mecanismos por los cuales el EE puede mitigar la neuroinflamación inducida por la 

sobreexpresión de α-sin pueden estar relacionados con cambios en la expresión de moléculas 

proinflamatorias o antiinflamatorias por parte de los astrocitos y la microglía. Por un lado, la 

disminución de la activación glial observada en nuestro modelo animal tras la cría en EE, se asoció 

con una reducción en la expresión del factor Nuclear-Kappa B (NF-κB) en los animales del grupo 

α-sin. Concretamente, los animales de este grupo experimental mostraron una reducción del 10% 

en la expresión de este factor en la SN, en comparación con sus homólogos criados en CE. Este 

hallazgo se suma a la evidencia que destaca la desregulación de NF-κB en la EP, donde la 

implicación de este factor de transcripción trasciende al ámbito de la neuroinflamación (Singh et 

al., 2020). La α-sin liberada por las neuronas dopaminérgicas dañadas es reconocida por las células 

gliales, lo que desencadena la translocación de NF-κB en estas células, y resulta en un aumento 

de los procesos neuroinflamatorios (Fellner et al., 2013; Rannikko et al., 2015). Además, se 

establece una relación de retroalimentación entre los agregados de α-sin y la activación de NF-κB 

en las neuronas, puesto que el aumento en la expresión de α-sin conduce a un aumento en la 

expresión de NF-κB en la SN, y viceversa (Fellner et al., 2013; Rannikko et al., 2015). Estos 

resultados se alinean con los descritos en nuestro modelo, ya que los animales con sobreexpresión 

de α-sin han mostrado un incremento en la expresión de NF-κB en la SN. En modelos animales, se 

ha observado la activación de NF-κB en la SN de ratones tratados con inyecciones 

intraperitoneales de MPTP (Ghosh et al., 2007), así como una expresión notablemente elevada de 

NF-κB, tanto en la corteza, como en el estriado de ratas tratadas con una única inyección 

intranigral unilateral de 5 μg/ 5 μl de lipopolisacárido, en comparación con el grupo control (Patel 

y Singh, 2022). Asimismo, estudios post mortem han revelado inmunopositividad para NF-κB en 

los CL de pacientes con demencia, lo que sugiere que el NF-κB podría estar relacionado con la 

pérdida neuronal asociada con la sobreexpresión de α-sin (Togo et al., 2001). Estudios posteriores 

corroboraron estos hallazgos, al mostrar un incremento de NF-κB en las células gliales de la SN de 

pacientes con EP (Ghosh et al., 2007; Garcia-Esparcia et al., 2014). 

En cambio, como se ha mencionado previamente, los animales con sobreexpresión de α-sin y 

criados en EE mostraron una disminución de la inflamación, acompañada de una reducción en los 

niveles de Nf-κB. Estudios previos han relacionado la práctica de ejercicio físico con una 

disminución en los niveles de Nf-κB, en consonancia con efectos neuroprotectores y reducción de 

la neuroinflamacion, previniendo la muerte celular de las neuronas dopaminérgicas (Tuon et al., 
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2015; Jang et al., 2017). Más concretamente, Wang et al. (2021) demostraron que la exposición 

de ratones inyectados con MPTP (25 mg/kg) a la realización de ejercicio mediante cintas de 

correr), proporcionaba neuroprotección al suprimir la vía de señalización del TLR4/NF-κB/NLRP3 

(Wang et al., 2021). La vía del receptor tipo Toll 4 (TLR4), del factor nuclear κB (NF-κB) y del 

receptor de dominio de oligomerización de unión a nucleótidos (NLRP3) está involucrada en la 

inflamación e induce la secreción de citoquinas inflamatorias, incluyendo el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α), la interleucina-1 beta (IL-1β) y la IL-18, que son mediadas por NF-κB (Xiang 

et al., 2015; Wang et al., 2016; Cao et al., 2018; Yao et al., 2018). En este sentido, otro estudio 

basado en el mismo modelo animal de MPTP mostró una disminución en la expresión de Nf-κB en 

el músculo gastrocnemio de los animales sometidos a la realización de ejercicio físico en una cinta 

de correr durante 4 semanas (Erekat y Al-Jarrah, 2022). Es relevante destacar que, en este estudio, 

al igual que en nuestros resultados, la expresión de NF-κB del grupo control fue muy inferior a la 

de los animales lesionados con MPTP. 

En la enfermedad de Parkinson, además de los cambios producidos en la vía de señalización 

del Nf-κB, la interacción de la α-sin liberada por las neuronas dopaminérgicas con los astrocitos 

conlleva una disminución de los niveles del factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF), y la 

expresión de sus receptores tirosina quinasa (RET), eliminando así una vía vital de supervivencia 

de las neuronas dopaminérgicas en la edad adulta (Chu y Kordower, 2021). En nuestro modelo 

experimental, se determinó una reducción del 9% y del 11% en la expresión de GNDF en la SN y 

en el estriado de los animales del grupo α-sin, respecto al grupo sham criados en CE, por lo que 

estos hallazgos estarían en línea con lo descrito previamente. Cabe mencionar que la reducción 

en los animales criados en EE resultó menor, y, además, al comparar los animales con 

sobreexpresión de α-sin criados en ambas condiciones de cría, se observó que los animales de 

este grupo experimental criados en EE mostraron un aumento del 10% en la expresión de GDNF 

en la SN, en comparación con los criados en CE.  

Este aumento en la síntesis de factores tróficos después de la cría en EE podría favorecer la 

función neuroprotectora. El aumento de factores neurotróficos, entre los que se encuentran el 

BDNF y el GDNF, está asociado con los efectos beneficiosos del EE, los cuales, a su vez, pueden ser 

potenciados por la actividad física (Bezard et al., 2003; Bengoetxea et al., 2008; Anastasía et al., 

2009). El GNDF, es un factor neurotrófico que ha sido relacionado con la protección de las 

neuronas dopaminérgicas frente al daño tóxico y con la inducción del crecimiento de fibras 

(Pascual et al., 2008), consolidándose como un componente crucial en la fisiopatología de 

enfermedades como la EP. Estudios previos han demostrado que el aumento en la expresión de 

GDNF ejerce un efecto neuroprotector y neurorrestaurador en modelos animales de EP (Shingo 
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et al., 2002; Lindvall y Wahlberg, 2008), estimulando la regeneración de las neuronas del sistema 

nigroestriatal (Love et al., 2005). Concretamente, un modelo experimental de EP basado en la 

administración de 6-OHDA en el estriado, demostró que tras utilizar un vector viral para 

sobreexpresar GNDF, 3 semanas después de producir la lesión, resultó en un aumento del número 

de neuronas dopaminérgicas en la SNpc, protegiéndolas contra la degeneración en este modelo 

animal de EP (Tereshchenko et al., 2014). Estos efectos podrían estar mediados por el receptor de 

GDNF, el receptor de tirosina quinasa de membrana (RET), el cual activa la quinasa de señal 

regulada por señales extracelulares (ERK), que a su vez regula actividades relacionadas con la 

supervivencia neuronal (Sariola y Saarma, 2003). Esta correlación también ha sido descrita en 

nuestro modelo animal, donde la expresión de GDNF se correlacionó positivamente con la 

densidad de células dopaminérgicas en la SNpc, y negativamente con la expresión de NF-κB, es 

decir, un aumento de la expresión de GDNF se acompañó de una mayor densidad de neuronas 

TH+ en la SNpc y de una disminución de NF-κB. 

Por último, algunos estudios han sugerido que el GDNF es capaz de modular la reactividad 

microglial. Se ha observado que ratones transgénicos heterocigotos (Gdnf+/−) de 12 meses de 

edad mostraron una reducción de las neuronas dopaminérgicas de la SN, acompañada de un 

incremento en la expresión de enzimas proinflamatorias, como la ciclooxigenasa 2 (Littrell et al., 

2013). Además, otro estudio realizado en este mismo modelo animal demostró una pérdida de la 

inmunorreactividad dopaminérgica en el estriado, seguida de un aumento de la microglía activa 

en la SN (Boger et al., 2007). Un estudio adicional llevado a cabo en cultivos organotípicos de 

corteza-estriado-mesencéfalo mostró que la administración exógena de GDNF reducía la 

activación microglial y protegía a las neuronas dopaminérgicas de la muerte desencadenada por 

el agente proinflamatorio lipopolisacárido (Xing et al., 2010).   

En conjunto, estos resultados sugieren que el GNDF podría actuar sobre la supervivencia de 

las neuronas dopaminérgicas en modelos experimentales de EP, promoviendo la acción 

antiinflamatoria y modulando la degeneración de las neuronas, que a su vez, no desencadenarían 

señales relacionadas con la respuesta proinflamatoria y la proliferación de las células gliales 

(Cobianchi et al., 2017).  
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6.2.5. El entorno enriquecido modula el estrés oxidativo causado por la expresión de 

α-sin 

 

Al igual que la neuroinflamación, el estrés oxidativo es un aspecto fundamental en la 

fisiopatología de la EP, y está regulado, entre otros, por el factor de transcripción nuclear eritroide 

2 (Nrf-2) (Petrillo et al., 2020). El Nrf-2 activa mecanismos endógenos que contrarrestan el 

aumento de estrés oxidativo que ocurre en el cerebro de los pacientes de Parkinson (Nguyen et 

al., 2005). Desempeña un papel esencial al regular y coordinar la expresión  de genes relacionados 

con enzimas detoxificantes y proteínas antioxidantes. De esta forma, el Nrf-2 proporciona 

protección a las células frente a los daños causados por las especies reactivas de oxígeno, evitando 

la apoptosis y fomentando la supervivencia celular (Kaspar et al., 2009).  

Como ya se ha descrito previamente, la sobreexpresión de α-sin ha sido relacionado con 

niveles aumentados de ROS en la EP (Sohrabi et al., 2023). Por lo tanto, analizamos en nuestro 

modelo experimental los cambios en la expresión de Nrf-2 en la SN de los animales. Así, los 

resultados mostraron que la sobreexpresión de α-sin provocaba un incremento significativo del 

20% en la densidad de células Nrf-2+ en la SN, en comparación con los grupos sham y control. Este 

aumento en la expresión podría ser una respuesta celular estratégica para contrarrestar el 

aumento de estrés oxidativo inducido por la sobreexpresión de α-sin. Ramsey et al. (2007) 

observaron una acumulación de Nrf-2 en las neuronas dopaminérgicas supervivientes de la SN de 

pacientes con EP, resultados que sugieren la activación de la vía del Nrf-2 en neuronas durante el 

proceso neurodegenerativo. Un estudio reciente, llevado a cabo en pacientes con EP, reveló un 

aumento en la expresión de Nrf-2 en el ARNm total extraído de leucocitos, en comparación con 

individuos sanos (Petrillo et al., 2020). Además, la utilización de células madre pluripotentes 

inducidas de pacientes con EP, mostró una sobreexpresión de Nrf-2 en neuronas diferenciadas a 

partir de estas células (Imaizumi et al., 2012). Es importante señalar, que en la SN, este factor de 

transcripción puede ser expresado por neuronas dopaminérgicas (Ramsey et al., 2007), y por 

células gliales, como los astrocitos (Guo et al., 2021). Tanto es así que en un modelo animal 

transgénico de EP (Thy1-hSYNA53T), se observó que un aumento de la expresión de Nrf-2 en 

astrocitos y una reducción de la muerte neuronal causada por la sobreexpresión de α-sin mutante 

A53T (Gan et al., 2012). Un estudio realizado en cultivos celulares de neuronas dopaminérgicas de 

rata también demostró que el Nrf-2 disminuyó la toxicidad de proteínas asociadas a la EP, 

incrementando la degradación de la α-sin y dando lugar a una mayor supervivencia de estas 

neuronas (Skibinski et al., 2017).  
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Por otro lado, los resultados también revelaron que los animales lesionados exhibieron una 

expresión de Nrf-2 un 31% superior en comparación con aquellos sin operar. La cirugía es 

considerada como un evento estresante para el organismo (Finnerty et al., 2013), y por 

consiguiente, puede desencadenar respuestas antioxidantes y desintoxicantes mediadas por un 

aumento en la activación de Nrf-2. De hecho, en un estudio llevado a cabo en un modelo 

experimental de traumatismo craneoencefálico se observó un aumento significativo en los niveles 

de proteína Nrf-2, 24 horas después de la lesión (Yan et al., 2008). 

El entorno de cría también mostró un efecto significativo sobre la densidad de células Nrf-2+, 

siendo un 15% menor en los animales criados en EE. Este resultado sugiere que el entorno 

enriquecido es capaz de modular la respuesta antioxidante y desintoxicante mediada por el Nrf-

2. En relación con esto, se ha descrito que la cría en EE favorece un menor estrés oxidativo. Más 

concretamente, un estudio llevado a cabo con un modelo transgénico de EP basado en la 

sobreexpresión de α-sin, describió un aumento significativo del estrés oxidativo, manifestado por 

un aumento en diversas enzimas detoxificantes, como alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1), en el 

bulbo olfatorio y en el tronco del encéfalo de los animales criados en condiciones estándar, pero 

disminuyó tras la cría en EE durante 2 meses (Wi et al., 2018). Estos hallazgos sugieren que la 

exposición a EE fue capaz de reducir el estrés oxidativo, lo que resultó en la normalización de las 

enzimas relacionadas con la desintoxicación (Wi et al., 2018; Seo et al., 2020). En este contexto, 

la respuesta adaptativa de Nrf-2 podría ser suficiente para mantener la homeostasis celular, sin la 

necesidad de una sobreexpresión prolongada, y permitiendo una eficiente conservación de los 

recursos celulares (Marinho et al., 2014; Vargas-Mendoza et al., 2019). Además, nuestros 

resultados revelaron una interacción significativa entre el entorno y la sobreexpresión de α-sin, y 

es que los animales del grupo α-sin criados en EE exhibieron una reducción de casi el 30% en la 

expresión de Nrf-2, en comparación con los criados en CE. Este resultado sugiere que el entorno 

tiene la capacidad de modular la respuesta inducida por la sobreexpresión de α-sin, resultando, 

en este caso, en la reducción de la toxicidad de esta proteína (Wassouf et al., 2018).  

En relación con lo descrito, cabe destacar que en nuestro modelo experimental, la positividad 

de Nrf-2 en la SNpc mostró una correlación inversa con la expresión de GDNF. Estudios previos 

han señalado que el GDNF posee la capacidad de reducir la liberación de mediadores inflamatorios 

y ROS, generados como resultado de la activación glial (Rocha et al., 2012; Lima Giacobbo et al., 

2019). En consecuencia, se produce un aumento de la actividad de enzimas implicadas en la 

detoxificación enzimática de ROS, como la supeóxido dismutasa, la catalasa y la glutatión 

peroxidasa (Chao y Lee, 1999). Esta observación sugiere una posible disminución en los niveles de 

Nrf-2 ya que se trata de una molécula que se activa en presencia de ROS (Hayes y Dinkova-Kostova, 
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2014). Por lo tanto, el aumento en la expresión de GNDF en los animales criados en EE, induciría 

una mayor activación de enzimas que reducen los niveles de ROS, y, por consiguiente, una menor 

expresión de Nrf-2.  

 

6.2.6. Cambios en la sintomatología motora debido a la cría en EE 
 

Con todo lo descrito hasta el momento, el entorno enriquecido muestra la capacidad de 

mejorar parcialmente, los efectos morfológicos y moleculares de la sobreexpresión de α-sin, que, 

a su vez, deberían reflejarse en la sintomatología motora. Para evaluar la actividad motora se 

utilizó la prueba de campo abierto (OF), donde los animales criados en EE exhibieron un descenso 

significativo del 20% en la actividad global y la locomoción, así como una reducción aproximada 

del 40% en la distancia recorrida y la velocidad media al compararlos con los criados en CE. A pesar 

de tratarse de unos resultados contradictorios, varios estudios previos han descrito una menor 

actividad espontánea e impulsividad en animales criados en EE (Mora et al., 2007; Zentall, 2021), 

lo que podría explicar las diferencias observadas en la actividad de los animales criados en CE y 

EE. Otro estudio indicó que la cría en EE durante 5 semanas, iniciada a los 28 días de edad, resultó 

en animales que no alcanzaron los niveles de actividad locomotora, distancia recorrida y velocidad 

media observados en el grupo criado en CE (Brenes et al., 2009). Estos resultados coinciden con 

hallazgos posteriores, que describieron que la cría en EE durante 6 semanas provocó un descenso 

en la actividad locomotora en comparación con las ratas criadas en CE (Matsuda et al., 2018). Una 

posible explicación de estos resultados podría estar relacionada con el incremento de la 

estimulación producida por el EE, que desencadena una rápida habituación de estos animales a 

un entorno novedoso, dando lugar a una disminución en la actividad motora observada en las 

pruebas de comportamiento (Garrido et al., 2013). 

Por otro lado, la intervención quirúrgica tuvo un impacto significativo en los movimientos 

rápidos y lentos, evidenciando una disminución aproximada del 30% en los movimientos rápidos, 

y un aumento del 33,2% en los movimientos lentos en los animales operados en comparación con 

el grupo control. Estudios previos han demostrado que la actividad exploratoria de ratas hembra, 

criadas durante 6 semanas en CE y EE experimentó una disminución después de la inyección 

unilateral de 2 µl de 6-OHDA en el haz nigroestriatal, en comparación con los niveles de actividad 

registrados antes de la lesión (Jadavji et al., 2006). Además, en este mismo estudio se registró el 

movimiento de los animales criados en EE dentro de la jaula, observándose una significativa 

reducción en su dispersión después de la lesión en comparación con los valores obtenidos antes 



   6. Discusión 

157 
 

de la misma (Jadavji et al., 2006). En relación con esto, en nuestro estudio, observamos que la 

afectación de la cirugía en los movimientos de los animales fue dependiente del entorno. De 

manera notable, la cría en EE fue capaz de revertir más del 35% de estos efectos. En particular, los 

animales operados criados en EE exhibieron un aumento significativo en los movimientos rápidos 

y una disminución en los movimientos lentos al compararlos con los criados en CE. Esta capacidad 

de recuperación asociada al EE ha sido respaldada por hallazgos similares en otros estudios. Un 

trabajo reciente, realizado en ratones transgénicos que sobreexpresaban la proteína α-sin 

humana A53T, reveló mejoras en la función motora, evaluada mediante la prueba de rotarod, 

tanto en animales sanos como en aquellos afectados por la enfermedad, tras 2 meses en EE (Seo 

et al., 2020). 

Asimismo, se exploró la posible relación de las alteraciones comportamentales previamente 

mencionadas con los niveles de ansiedad de los animales, y es que un mayor comportamiento 

locomotor en el centro de la arena se asocia con niveles más bajos de comportamiento ansioso 

(Prut y Belzung, 2003). Este análisis reveló un impacto significativo de las condiciones de cría en 

los niveles de ansiedad de los animales. Concretamente, los animales criados en EE recorrieron 

una menor distancia en el centro de la arena que aquellos criados en CE, es decir, mostraron 

niveles más elevados de ansiedad. Estos hallazgos coinciden con resultados previamente 

reportados por otros autores. Brenes et al. (2009) revelaron una reducción significativa de la 

distancia recorrida en la zona central por parte de los animales enriquecidos durante 5 semanas, 

en comparación con los criados en CE. Otros investigadores observaron que los ratones C57BL/6J 

estabulados en jaulas equipadas con ruedas de ejercicio, experimentaron un aumento en los 

niveles de ansiedad después de 3 semanas de ejercicio voluntario (Fuss et al., 2010). A pesar de 

que se detectó un incremento significativo en los niveles del factor neurotrófico derivado del 

cerebro (BDNF) hipocampal, el ejercicio no mostró efectos antidepresivos en este caso (Fuss et 

al., 2010).  

Por lo tanto, el aumento de la estimulación motora proporcionada por el EE, la rápida 

adaptación a un entorno novedoso y el aumento de los niveles de ansiedad mostrados por estos 

animales, podrían ser causantes del comportamiento exploratorio reducido, dando lugar una 

menor distancia recorrida. A pesar de ello, cabe destacar la mejora observada en la realización de 

movimientos rápidos en los animales enriquecidos, lo que sugiere una mejora en la actividad 

motora. En definitiva, la elección del test de comportamiento resulta de gran importancia para 

evaluar de forma correcta las posibles mejoras en la sintomatología motora en los modelos 

animales de EP y criados en EE.   
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En resumen, el estudio actual ha permitido validar el modelo experimental basado en 

administración bilateral de 1 µl de rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-WPRE. La sobreexpresión de α-sin 

provocó alteraciones motoras y una degeneración dopaminérgica, manifestadas por la pérdida de 

neuronas en la SNpc, de fibras en el estriado y en la SNpr, así como un aumento de las 

degeneraciones axonales en el estriado y de la reactividad glial en la vía nigroestriatal. Además, la 

aplicación del EE como una estrategia neuroprotectora no invasiva ha atenuado la degeneración 

dopaminérgica provocada por la sobreexpresión de la α-sin en la vía nigroestriatal. Esta mejora 

estaría relacionada con diversos mecanismos moleculares que modula el EE. Entre ellas se ha 

demostrado un aumento significativo en la activación de la vía de señalización BNDF/TrKB/ERK, 

relacionada con funciones neuroprotectoras. El EE también actuó sobre las células gliales, por un 

lado, induciendo un ligero aumento en la expresión de GDNF, y, por otro lado, mitigando la 

neuroinflamación, y es que disminuyó la reactividad glial y los niveles de expresión del factor de 

transcripción NF-κB. Por último, se ha comprobado que el EE modula la expresión de Nrf-2, una 

molécula relacionada con el estrés oxidativo, que, a su vez, es un factor determinante en la 

progresión de la enfermedad de Parkinson.  

Por lo tanto, este estudio arroja nuevas perspectivas sobre los efectos beneficiosos de la cría 

en EE en modelos animales basados en la sobreexpresión de α-sin, destacando el potencial del EE 

como estrategia para mejorar las alteraciones motoras, la degeneración neuronal y las 

alteraciones neuroquímicas relevantes en la EP.  
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1. La inyección bilateral de 1 µl de rAAV9-CMVie/SynP-wtsyn-WPRE en la SNpc dio lugar a una 

sobreexpresión de α-sin en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y en sus proyecciones al 

estriado, además de difundirse progresivamente hasta alcanzar la corteza cerebral. Por otro 

lado, se determinó la presencia de α-sin fosforilada en el residuo S129 en la SNpc en todos los 

puntos temporales analizados. 

  
2. La sobreexpresión de α-sin provocó una degeneración progresiva en la vía nigroestriatal, que 

resultó significativa a partir del segundo mes después de la inyección del AAV. Esta 

degeneración se manifestó mediante la disminución de la densidad de neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc, de las fibras TH+ en el estriado que, a su vez, mostraron una 

correlación inversa con los agregados axonales, y la disminución de fibras dopaminérgicas de 

la SNpr.   

 
3. La reactividad glial provocada por la sobreexpresión de α-sin se observó tanto en astrocitos 

como, sobre todo, en la población microglial, y se mantuvo en los distintos puntos temporales 

analizados. 

 
4. Las alteraciones morfológicas causadas por la sobreexpresión de α-sin tanto en la SN como en 

el estriado, se acompañaron de una afectación motora significativa a partir de los 2 meses 

después de la inyección del AAV.  

 
5. La exposición al entorno enriquecido (EE) durante 2 meses después de la inyección, redujo la 

expresión de α-sin y p-α-sin, sin inducir cambios en la difusión de la proteína.  

 
6. La disminución observada en la sobreexpresión de α-sin se acompañó de una menor 

degeneración nigroestriatal, es decir, el entorno enriquecido indujo un aumento de la 

densidad neuronal de la SNpc, y, sobre todo, de la densidad de fibras del estriado y de la SNpr.  

 
7. El entorno enriquecido aumentó la expresión de BDNF, así como la activación de la vía 

BDNF/TrkB/ERK tanto en la SN como en el estriado. Estos resultados mostraron, además, una 

correlación significativa con la recuperación de la densidad de neuronas en la SNpc, y con las 

fibras dopaminérgicas de la SNpr y del estriado.  

 

8. Se determinó una disminución de la reactividad glial provocada por la sobreexpresión de α-

sin tras la cría en EE, mostrando una marcada disminución de la positividad de los marcadores 

gliales en la vía nigroestriatal. A pesar de que el enriquecimiento no indujo cambios 
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significativos en la expresión de GDNF y Nf-κB, se determinó una correlación inversa y 

significativa en la expresión de ambas proteínas.  

 

9. El entorno enriquecido promovió la disminución del número de células Nrf-2+, previamente 

aumentada en los animales de grupo α-sin, indicando que el EE modula la expresión de este 

factor relacionado con el estrés oxidativo.  

 

10. La mejora en la degeneración descrita a través de los parámetros morfológicos y moleculares 

inducidos por el EE, se tradujo en una mejora de los movimientos rápidos realizados en los 

animales con sobreexpresión de α-sin. Sin embargo, el EE no logró revertir el resto de las 

variables motoras analizadas debido a un incremento en los niveles de ansiedad de estos 

animales.   
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Anexo 1: Soluciones 
 

 
4% Paraformaldehído 
 
- Agregar 800 mL de PBS 0,1M en un vaso de vidrio colocado en una placa de agitación en una 

campana de ventilación. 

- Calentar mientras se agita hasta alcanzar aproximadamente 60 °C. 

- Agregar 40 g de polvo de paraformaldehído (Ref: 141451.1211, Panreac, España) a la solución 

de PBS caliente. 

- Agregar 7-8 tabletas de NaOH (Hidróxido de sodio, Ref: 30620, Sigma-Aldrich, España) para 

elevar el pH. 

- Una vez que el paraformaldehído esté disuelto, enfriar la solución. 

- Ajustar el volumen de la solución a 1 L con PBS 0,1M. 

- Ajustar el pH a 7,4 con ácido clorhídrico al 37% (Ref: 131020.1611, Panreac, España). 

- Filtrar la solución. 

 
 
Cloruro de Sodio al 0,9% 
 
- Agregar 9 g de Cloruro de Sodio (Ref: 31434, Sigma-Aldrich, España) a 1 L de H2Od. 

- Agitar hasta que la solución se disuelva por completo. 

 

Solución de Sacarosa al 30% 
 
- Colocar 150 g de sacarosa (Ref: 131621.1211, Panreac, España) en 350 ml de PBS 0,1M. 

- Mezclar y ajustar el volumen a 500 ml.  

 
 
PBS 1M (Solución Salina Tamponada con Fosfatos a 1M) 
 
1. Disolver lo siguiente en 1 L de H2Od: 

- 3,45 g de fosfato monobásico de sodio (Ref: S9638, Sigma-Aldrich, España). 

- 10,65 g de fosfato dibásico de sodio (Ref: S9763, Sigma-Aldrich, España). 

- 83 g de cloruro de sodio (Ref: 31434, Sigma-Aldrich, España). 

2. Mezclar para disolver y ajustar el pH a 7,4. 

3. Almacenar la solución a temperatura ambiente. 
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PBS 0,1M 
 
- Disolver 100 ml de PBS 1M en 900 ml de agua desionizada. 

- Ajustar el pH a 7,4 si es necesario. 

 

 
PBS 0,1M + 0.5% Tritón X-100 
 
- Agregar 500 μl de Tritón X-100 (Ref: T9284, Sigma-Aldrich, España) en 100 ml de PBS 0,1M. 

 
 
PBS 0.1M + 4% de Azida Sódica 
 
- Agregar 2 g de azida sódica (Ref: S-2002, Sigma-Aldrich, España) a 50 ml de H2Od. 

- Coger 1 ml de la solución anterior y mezclarlo con 200 ml de PBS 0,1M. 

 

TrisHCl 0,05M 
 
- Disolver 0,605 g de Trizma Base (Ref: T-1503, Sigma-Aldrich, España) en 100 ml de H2Od. 

- Ajustar el pH a 7,4 con HCl al 37% (Ref: 131020.1611, Panreac, España). 

 
 
Buffer de Citrato de Sodio 
 
- Solución A: 21,10 g de ácido cítrico (Ref: 3655188, Sigma-Aldrich, España) en 1 L de H2Od. 

- Solución B: 29,41 g de citrato de sodio (Ref: 6448, Merck, Alemania) en 1 L de H2Od. 

- Mezclar 9 ml de solución A con 41 ml de solución B en 450 ml de H2Od. 

 
 
DAB (50 mg/ml) 
 
- Mezclar 50 mg de DAB (Ref: D-5637, Sigma-Aldrich, España) por cada ml de H2Od. 

- Utilizar una campana de laboratorio. 

 

Preparación de portaobjetos recubiertos con gelatina 
 
- Preparar la solución de recubrimiento de gelatina disolviendo 3 g de gelatina (Ref: 4078.500, 

Merck, Alemania) en 250 ml de H2Od calentada (60-80°C). 

- Después de que la gelatina se haya disuelto, añadir 0,125 mg de sulfato de potasio y cromo 

(III) dodecahidrato (Ref: 1035, Merck, Alemania). El sulfato de potasio y cromo dodecahidrato 
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cargará positivamente los portaobjetos, lo que les permitirá atraer las secciones de tejido 

cargadas negativamente. 

- Revolver hasta que la solución esté completamente disuelta. 

- Colocar los portaobjetos histológicos en bastidores de vidrio. 

- Sumergir los bastidores que contienen los portaobjetos en la solución de recubrimiento de 

gelatina durante aproximadamente 10 segundos. 

- Retirar los bastidores con los portaobjetos y permitir que escurran. Eliminar el exceso de 

solución de los bastidores sobre papel de filtro (golpear suavemente los bastidores contra el 

papel de filtro para un mejor drenaje). 

- Colocar los bastidores con los portaobjetos en un horno a 37°C durante 24-48 horas. 

- Guardar los portaobjetos secos en las cajas originales y almacenar a temperatura ambiente 

hasta su uso. 

 

Buffer de Muestra LAEMMLI 4x 
 
- 1,25 ml de Tris 2M pH 6,8. 

- 4 ml de glicerol al 100%. 

- 2,67 ml de SDS al 30% (Sulfato de dodecilo sódico, Ref: 1.13760.0100, Merck, Alemania). 

- 83 μl de BFB al 1% (Bromofenol Azul, Ref: B-5525, Sigma-Aldrich, España). 

 

Agregar 100 μl de 2-mercaptoetanol (Ref: 8.05740.0250, Merck, Alemania) por cada 400 μl de 

Buffer de Muestra 4x (SB4x). 

 
 
Buffer de Electroforesis (EB) 10x 
 
- 15,5 g de Trizma Base (Ref: T1503, Sigma-Aldrich, España). 

- 72 g de glicina (Ref: G8818, Sigma-Aldrich, España). 

- 500 ml de H2Od. 

Almacenar a 4°C. 

 
 
Buffer de Electroforesis (EB) 1x 
 
- Diluir el EB 10x (100 ml de EB10x + 900 ml de H2Od). 

- Agregar 10 ml de SDS al 10%. 
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Buffer de Solución Salina Tamponada (TBS) 5x 
 
- 6,08 g de Trizma Base (Ref: T1503, Sigma-Aldrich, España). 

- 20 g de NaCl (Ref: 31434, Sigma-Aldrich, España). 

- Ajustar el volumen a 500 ml con H2Od. 

- Ajustar el pH a 7,6. 

 
 
TTBS (Solución Salina Tamponada con Tween)  

- 100 ml de TBS 5x. 

- 400 ml de H2Od. 

Agregar 500 μl de H2O destilada.   
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Anexo II: Resultados test de Campo Abierto 
 

Actividad global espontánea, locomoción, distancia recorrida, velocidad media, movimientos 

rápidos, movimientos lentos y distancia recorrida en el centro de la arena obtenidos con el test 

de Campo Abierto para cada grupo experimental (control, sham y α-sin) 1, 2 y 4 meses posteriores 

a la inyección bilateral del AAV9 en la SNpc en animales criados en condiciones estándar (CE) y 

entorno enriquecido (EE). 

Actividad global 

  1 mes CE 2 meses CE 4 meses CE 2 meses EE 

Control Media 2120,20 2120,20 1654,70 1558,91 
 SEM 136,74 136,74 96,82 456,53 

Sham Media 2402,73 2098,40 1445,80 1339,25 
 SEM 149,92 143,32 69,21 613,32 

α-sin Media 1905,04 1570,05 1372,16 1334,25 
 SEM 126,06 130,60 98,56 309,44 

 

Locomoción 

  1 mes CE 2 meses CE 4 meses CE 2 meses EE 

Control Media 1895,30 1900,40 1469 1438,58 
 SEM 123,26 121,34 89,91 123,28 

Sham Media 2167,40 1828,13 1273 1233,42 
 SEM 133,05 125,24 61,51 166,06 

α-sin Media 1718,21 1381,94 1213 1221,73 
 SEM 111,50 112,91 76,34 84,08 

Distancia recorrida (cm) 

  1 mes CE 2 meses CE 4 meses CE 2 meses EE 

Control Media 5551 5553 4515 3018,17 
 SEM 382,20 374,66 270,70 270,17 

Sham Media 5809 5042 3853 2486,01 
 SEM 526,10 481,90 234,60 342,50 

α-sin Media 4237 3263 3505 2517,04 
 SEM 385,90 397,40 371,70 199,29 

 

Velocidad media (cm/s) 

  1 mes CE 2 meses CE 4 meses CE 2 meses EE 

Control Media 9,24 9,26 7,53 5,01 
 SEM 0,63 0,63 0,44 0,44 

Sham Media 9,67 8,82 6,42 4,14 
 SEM 0,87 0,73 0,39 0,57 

α-sin Media 7,49 6,00 5,85 4,2 
 SEM 0,67 0,70 0,62 0,32 
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Movimientos rápidos (s) 

  2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 320,90 224,03 
 SEM 22,89 20,52 

Sham Media 124,12 187,38 
 SEM 33,85 26,81 

α-sin Media 68,0 196,94 
 SEM 13,56 16,36 

 

Movimientos lentos (s)  

  2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 115,56 125,16 
 SEM 6,67 3,33 

Sham Media 225,30 128,13 
 SEM 20,80 9,03 

α-sin Media 189,25 138,43 
 SEM 16,44 4,17 

 

Distancia relativa en el centro de la arena (%) 

  2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 22,82 18,96 
 SEM 3,00 2,97 

Sham Media 32,60 14,52 
 SEM 4,63 2,77 

α-sin Media 29,33 12,37 
 SEM 4,46 2,89 

 

 

  



Anexos   

206 
 

Anexo III: Resultados de las cuantificaciones de la vía nigroestriatal   
 

Densidad de las neuronas dopaminérgicas (TH+) de la substantia nigra pars compacta (SNpc) y 

análisis del volumen de este núcleo, densidad óptica de las fibras dopaminérgicas (TH+) y de la 

degeneración axonal del estriado, la densidad de fibras de la substantia nigra pars reticulata 

(SNpr) y la cuantificación estereológica de las células positivas para el Factor 2 relacionado con el 

factor nuclear E2 (Nrf-2) en la SNpc en los diversos grupos experimentales (control, sham y α-sin) 

1, 2 y 4 meses después de la inyección bilateral del AAV9 en la SNpc en animales criados en 

condiciones estándar (CE) y entorno enriquecido (EE). 

 
Estereología de las neuronas TH+ de la SNpc (cel/mm3) 

  1 mes CE 2 meses CE 4 meses CE 2 meses EE 

Control Media 6942,1004 6373,1762 5420,1035 6905,8451 
 SEM 334,87119 249,84607 576,5422 476,27561 

Sham Media 6922,9044 5715,6037 5758,5488 6894,4859 
 SEM 658,04746 293,04782 443,72023 543,75305 

α-sin Media 5240,8563 4570,4447 3730,4188 5460,2876 
 SEM 354,5241 325,21884 292,91463 481,33626 

 

Volumen de la SNpc (mm3) 

  1 mes CE 2 meses CE 4 meses CE 2 meses EE 

Control Media 4,78 4,91 4,83 4,87 
 SEM 0,12 0,27 0,25 0,38 

Sham Media 4,81 4,81 4,41 4,71 
 SEM 0,10 0,12 0,08 0,27 

α-sin Media 4,92 4,88 4,20 4,82 
 SEM 0,08 0,27 0,13 0,30 

 

Densidad óptica de las fibras dopaminérgicas del estriado 

  1 mes CE 2 meses CE 4 meses CE 2 meses EE 

Control Media 80,75 83,9403 73,78 103,59 
 SEM 2,62 2,21266 3,70 7,35 

Sham Media 81,85 84,00 78,62 91,44 
 SEM 2,72 3,48 0,34 2,93 

α-sin Media 80,94 60,92 53,49 85,93 
 SEM 3,16 6,78 4,51 3,63 

 

Degeneración axonal estriatal (% área ocupada) 

  1 mes CE 2 meses CE 4 meses CE 2 meses EE 

α-sin Media 0,17 0,60 0,55 0,22 
 SEM 0,03 0,10 0,03 0,01 
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Estereología de las fibras TH+ de la SNpr 

  1 mes CE 2 meses CE 4 meses CE 2 meses EE 

Control Media 34,0 x 105 35,1 x 105 33,7 x 105 36,4 x 105 
 SEM 1,96 x 105 5,156 x 105 1,53 x 105 2,49 x 105 

Sham Media 30,9 x 105 23,1 x 105 37,4 x 105 36,7 x 105 
 SEM 3,08 x 105 4,96 x 105 2,95 x 105 2,24 x 105 

α-sin Media 32,2 x 105 18,8 x 105 24,1 x 105 27,7 x 105 
 SEM 3,72 x 105 2, 86 x 105 4,78 x 105 2,18 x 105 

 
 

Estereología de las células Nrf-2+ en la SNpc 

  2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 4730,4188 3452,6081 
 SEM 419,70184 429,02130 

Sham Media 5245,9704 7230,1593 
 SEM 189,55436 324,85077 

α-sin Media 7779,2562 7223,4649 
 SEM 531,21646 550,43064 
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Anexo IV: Resultados de las cuantificaciones de la expresión de proteínas (WB)   
 

Densidad óptica de la expresión del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), la ratio del 

receptor tirosina quinasa B fosforilado, respecto a su estado inactivo (p-TrkB/TrkB), la ratio de la 

quinasa regulada por señales extracelulares fosforilada, respecto a su estado inactivo (p-ERK/ERK), 

el factor neurotrófico derivado de las células gliales (GDNF) y el factor de transcripción nuclear 

kappa B (Nf-κB) medidas mediante western blot (WB) en la SN y el estriado de los diversos grupos 

experimentales (control, sham y α-sin) 2 meses después de la inyección bilateral del AAV9 en la 

SNpc de animales criados en condiciones estándar (CE) y entorno enriquecido (EE). 

 

Expresión del BDNF 

Substantia nigra (SN) 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 0,20 0,21 
 SEM 0,007 0,006 

Sham Media 0,17 0,20 
 SEM 0,005 0,008 

α-sin Media 0,16 0,19 
 SEM 0,008 0,003 

 

Estriado 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 0,19 0,20 
 SEM 0,009 0,008 

Sham Media 0,17 0,19 
 SEM 0,006 0,008 

α-sin Media 0,16 0,19 
 SEM 0,008 0,009 

 

 

Expresión de la ratio p-TrkB/TrkB 

Substantia nigra (SN) 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 1,33 1,54 
 SEM 0,13 0,06 

Sham Media 1,22 1,23 
 SEM 0,07 0,09 

α-sin Media 0,93 1,28 
 SEM 0,08 0,04 

 

Estriado 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 1,19 1,38 
 SEM 0,10 0,09 

Sham Media 1,18 1,34 
 SEM 0,14 0,09 

α-sin Media 0,82 1,17 
 SEM 0,06 0,09 
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Expresión de la ratio p-ERK/ERK 

Substantia nigra (SN) 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 0,99 1,29 
 SEM 0,10 0,12 

Sham Media 0,80 1,26 
 SEM 0,09 0,13 

α-sin Media 0,92 1,05 
 SEM 0,08 0,10 

 

Estriado 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 1,14 1,32 
 SEM 0,13 0,13 

Sham Media 1,06 0,16 
 SEM 0,11 0,09 

α-sin Media 0,93 1,12 
 SEM 0,08 0,06 

 

Expresión del GDNF 

Substantia nigra (SN) 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 0,24 0,25 
 SEM 0,011 0,009 

Sham Media 0,22 0,23 
 SEM 0,009 0,006 

α-sin Media 0,20 0,22 
 SEM 0,011 0,008 

 

Estriado 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 0,19 0,21 
 SEM 0,021 0,0109 

Sham Media 0,17 0,18 
 SEM 0,019 0,09 

α-sin Media 0,15 0,16 
 SEM 0,016 0,019 

 

Expresión del Nf-κB 

Substantia nigra (SN) 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 0,14 0,14 
 SEM 0,009 0,005 

Sham Media 0,16 0,17 
 SEM 0,010 0,012 

α-sin Media 0,18 0,17 
 SEM 0,014 0,013 

 

Estriado 2 meses CE 2 meses EE 

Control Media 0,16 0,18 
 SEM 0,006 0,006 

Sham Media 0,20 0,21 
 SEM 0,019 0,018 

α-sin Media 0,22 0,21 
 SEM 0,022 0,018 
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