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Abreviaturas y siglas

EP: Enfermedad de Parkinson.

PD: Parkinson Disease.

AD: Alzheimer Disease.

SNpc: Sustancia Nigra Pars Compacta.
NLRP3: NOD Like Receptor Protein 3.
MTS: Metiltetrazolio.

P. mirabilis: Proteus mirabilis.

A. muciniphila: Akkermansia muciniphila.
TMAO: Oxido de trimetilamina.

a-syn: a-sinucleina.

AGCC: Acidos grasos de cadena corta.
D1R: Receptor dopaminérgico tipo 1.
D2R: Receptor dopaminergico tipo 2.
A2R: Receptor de adenosina tipo 2..
SIRT3: Sirtuina 3.

PARK: Parkina.

PERK: Proteina cinasa de membrana del reticulo endoplasmico.
PINK1: Cinasa 1 inducida por PTEN.
GABA: Acido gab-aminobutirico.

SNC: Sistema nervioso central.

SNE: Sistema nervioso entérico.

SNP: Sistema nervioso periférico.
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Resumen

Introduccién. La enfermedad de Parkinson comprende la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas prevalente a nivel mundial, caracterizada por neurodegeneracion a
nivel de las células neuronales dopaminérgicas a nivel de la Pars Compacta de la sustancia
nigra a nivel mesencefalico inducido por un incremento en la agregacion de una proteina
reguladora de transito sinaptico, mitocondrial y citosdlico denominada a-sinucleina. Se
reconoce la participacion de complejos moleculares del sistema inmune en el proceso de
neurodegeneracion, de los cuales se destaca el Inflamosoma NLRP3, implicado en la sintesis
y maduracion de interleucinas proinflamatorias por medio de reconocimiento de patrones
moleculares. La microbiota intestinal juega un papel en la regulacion de dicho complejo
inflamatorio a partir de diferentes metabolitos bacterianos, favoreciendo la progresion de la
enfermedad. Objetivo: Se evalud el efecto de metabolitos derivados de la microbiota
intestinal y su efecto sobre la respuesta del inflamosoma NLRP3 en un modelo de
neurodegeneracion celular. Materiales y métodos. Se llevo a cabo la reconstitucion y cultivo
celular de células de estirpe monocito-macrofagicas RAW 264.7 y de neuroblastoma
inmortalizado estirpe SK-N-SH para evaluar el efecto de la administracion de diferentes
metabolitos bacterianos (4acidos grasos de cadena corta, cadaverina, oxido de trimetilamina y
lipopolisacarido de P. mirabilis y A. muciniphila) con el fin de evaluar su efecto en la via de
activacion del inflamosoma NLRP3 y evaluar el grado de degeneracion celular en células de
neuroblastoma por métodos de viabilidad celular colorimétricas a partir del uso de MTS.
Resultados. Se observd un incremento en la actividad de la via candnica y alternativa del
Inflamosoma NLRP3 posterior a la administracion de diferentes metabolitos bacterianos
derivados de la microbiota intestinal y un decremento en la viabilidad celular por medio de
técnicas colorimétricas con MTS tetrazolio dosis dependiente a la concentracion asignada de
0.5, 5, 50 y 250 ng para cada uno de los metabolitos estudiados, asi mismo se observé un
efecto citoprotector en los ensayos con tratamiento adyuvante con acidos grasos de cadena

corta butirato y acetato a dosis medias y altas.
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Abstract

Introduction. Parkinson's disease is the second most prevalent neurodegenerative disease
worldwide, characterized by neurodegeneration at the level of dopaminergic neuronal cells
at the level of the Pars Compacta of the substantia nigra at the mesencephalic level induced
by an increase in the aggregation of a synaptic, mitochondrial and cytosolic transit regulatory
protein called a-synuclein. The participation of molecular complexes of the immune system
in the process of neurodegeneration is recognized, of which the NLRP3 Inflammasome,
involved in the synthesis and maturation of proinflammatory interleukins through molecular
pattern recognition, stands out. The intestinal microbiota plays a role in the regulation of this
inflammatory complex from different bacterial metabolites, favoring the progression of the
disease. Objective: The effect of metabolites derived from the gut microbiota and their effect
on the NLRP3 inflammasomeal response in a model of cellular neurodegeneration was
evaluated. Materials and methods. Cell reconstitution and cell culture of cells of monocyte-
macrophage lineage RAW 264.7 and immortalized neuroblastoma lineage SK-N-SH were
carried out to evaluate the effect of the administration of different bacterial metabolites
(short-chain fatty acids, cadaverine, trimethylamine oxide and lipopolysaccharide of P
mirabilis and A. muciniphila) in order to evaluate its effect on the NLRP3 inflammasome
activation pathway and to evaluate the degree of cell degeneration in neuroblastoma cells by
colorimetric cell viability methods from the use of MTS. Results. An increase in the activity
of the canonical and alternative pathway of the NLRP3 Inflammasome, after the
administration of different bacterial metabolites derived from the intestinal microbiota, and
a decrease in cell viability was observed by means of colorimetric techniques with MTS
tetrazolium, dose-dependent dose at the assigned concentration of 0.5, 5, 50 and 250 pg for
each of the metabolites studied. A cytoprotective effect was also observed in trials with
adjuvant treatment with short-chain fatty acids, butyrate and acetate at medium and high

doses.
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Introduccion

La enfermedad de Parkinson (PD por sus siglas al inglés) comprende la segunda causa
de enfermedad neurodegenerativa mas prevalente a nivel mundial, solo por debajo de la
Enfermedad de Alzheimer (AD, por sus siglas al inglés), y que, en algunos casos,
dependiendo de la progresion de la enfermedad, puede extrapolarse un fenotipo combinado
denominado PD-Demencia afectando alrededor de diez millones de personas anualmente,
siendo el 10% de origen idiopatico y de presentacion temprana, mientras que el otro 90%
corresponde a un origen secundario (Berthouzoz et al., 2023; Costa et al., 2023; Pajares et

al., 2020; Poewe et al., 2017).

Planteamiento del problema

Actualmente la Enfermedad de Parkinson comprende la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas prevalente a nivel mundial, solo por debajo de la Enfermedad de
Alzheimer; se reconoce que el eje fisiopatologico de la enfermedad se centra en procesos
inmunologicos, en los cuales la microbiota intestinal regula fendmenos que se presentan
décadas previas al desarrollo de los cambios a nivel cerebral y la aparicion de los sintomas
motores de la enfermedad. ;Los cambios en los metabolitos generados por la microbiota
juegan un papel central en el desarrollo de los procesos neuroinflamatorios regulados por el
inflamosoma NLRP3 implicados en el prédromo de la enfermedad y su instauracion

temprana?

Justificacion

La enfermedad de Parkinson ha presentado un avance significativo en el
entendimiento de su fisiopatologia durante la ultima década, demostrandose un rol
importante regulado por la microbiota, ya que, a partir de sus diferentes procesos metabolicos
basales, juega una implicacion directa en el desarrollo de agregados de a-syn a nivel neuro
enteral y con relacion a los mecanismos disruptores de integridad de membrana previamente
sefialados, se ha observado la capacidad de transmigracion de estos agregados hacia la SNpc.
Asi mismo, dado que la microbiota juega un papel regulador en la inmunotolerancia, se ha

asociado su papel en la activacion de mecanismos autoinmunes involucrados en los procesos
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de neuroinflamacion y neurodegeneracion celular. Por tal motivo, es importante dirigir la
investigacion de drea basica hacia esta area con el fin de orientar el desarrollo de farmacos,
sustancias bioactivas, psicobioticos especificos y técnicas de terapia microbiologicas que
tengan la capacidad de regular y restaurar la funcién de la microbiota, favoreciendo asi el
cese del proceso de autoinmunidad, permitan prolongar el tiempo de ausencia de la
sintomatologia motora y a su vez, favorecer el control y regresion de los sintomas no motores

de la enfermedad. (Aho et al., 2021; Varesi et al., 2022; Zhang et al., 2023)

Antecedentes

Panorama general de la Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (PD por sus siglas al inglés) comprende la segunda causa
de enfermedad neurodegenerativa mas prevalente a nivel mundial, solo por debajo de la
Enfermedad de Alzheimer (AD, por sus siglas al inglés), y que, en algunos casos,
dependiendo de la progresion de la enfermedad, puede extrapolarse un fenotipo combinado
denominado PD-Demencia afectando alrededor de diez millones de personas anualmente,
siendo el 10% de origen idiopatico y de presentacion temprana, mientras que el otro 90%
corresponde a un origen secundario (Ilustracion 1) (Berthouzoz et al., 2023; Costa et al.,

2023; Pajares et al., 2020; Poewe et al., 2017).

Los sintomas de esta enfermedad comienzan gradualmente a partir de
manifestaciones muy leves hasta muy intensas, presentandose entre ellas tremor, bradicinesia
y alteraciones posturales, alteraciones de la marcha y a su vez, se acompafia de deterioro en
las funciones cognitivas y del comportamiento. (Costa et al., 2023; Pajares et al., 2020;

Rutsch et al., 2020).

La incidencia de la enfermedad a nivel mundial se ha reportado de 5 a 35 casos de la
enfermedad por cada 100.000 habitantes anualmente. La presentacion de la enfermedad es
rara antes de los 50 afos, sin embargo, a partir de la sexta a novena década de la vida, se ha

observado un incremento en su incidencia de 5 a 10 veces la basal. (Poewe et al., 2017)
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Respecto a la prevalencia global de la enfermedad, se estima que el 0.3% de la
poblacion cursa con PD, sin embargo, en poblaciones mayores de 80 afios, esta prevalencia

aumenta a mas del 3% global. (Poewe et al., 2017)

En cuanto a la mortalidad, esta no se ha observado modificada en la primera década
del curso de la enfermedad, sin embargo, posterior a esta, se ha observado un incremento

doble de mortalidad en estos pacientes en relacion con la poblacion general. (Poewe et al.,

2017)

Se ha estimado que un incremento en la tasa de presentacion de la enfermedad se
duplique en un periodo de tiempo comprendido desde 2005 hasta el 2030. Asi mismo, se ha
observado que el ajuste de dias perdidos asociados a discapacidad en estos pacientes presentd

un incremento doble entre 1990 y el 2010. (Poewe et al., 2017)

Respecto a diferencias epidemioldgicas de la enfermedad, esta, tiene una mayor tasa
de presentacion en hombres respecto a mujeres, y a su vez, se ha encontrado una correlacion
directa entre los efectos protectores estrogénicos en la mujer y el desarrollo tardio de la PD.

(Poewe et al., 2017)

( EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON )

| Incidencia anual de 5 a 35 casos/100.000 habitantes. |

| Mayor incidencia a partir de la quinta decada de la vida. |

Entre la sexta y octava decada de la vida Incrementa su
1asa de incidencia de 5 a 10 veces enrelacion a la base.

Pablaciones mayores de 80 afios presentan una tasa
de incidencia de hasta el 3% a nivel mundial.

Se estima un incremento de la incidencia de la
enfermedad en un 200% en un periodo de tiempo desde
2005-2030.

N Se estimd un incremento en la tasa de dias perdidos
Mayor prevalencia en el asociados a discapacidad del 200% en un periodo de
sexo masculing 1990y 2010

Hlustracion 1. Epidemiologia de la PD. En la actualidad se reconoce a la PD como la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
prevalente a nivel mundial, describiéndose una prevalencia de hasta el 3% en geriatricos mayores de 80 afios. Se reconoce que dicha
enfermedad es significativamente mdas prevalente en poblacion masculina, donde se ha visto un efecto protector por parte del componente
estrogénico en la poblacion femenina. Se ha estimado que para el aiio 2030, la tasa de presentacion de la enfermedad se duplicara en
relacion con la tasa publicada en 2005. De la misma manera, se ha observado un incremento directamente proporcional en la tasa de dias
perdidos asociados a discapacidad en sujetos que cursan con la PD. Ilustracion creada con Biorender.com, Autoria de Juan Carlos

Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Poewe et al., 2017).
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Dentro del espectro de la PD se ha identificado que el principio fisiopatoldgico clave
de la enfermedad se centra en la neurodegeneraciéon de las neuronas dopaminérgicas
localizadas a nivel de la Pars Compacta de la Sustancia Nigra (SNpc por sus siglas al inglés)
a nivel mesencefalico, asi como de las neuronas productoras de 4acido y-aminobutirico a nivel
de los ganglios basales a través de procesos neurodegenerativos diversos los cuales favorecen
el desarrollo de alteraciones relacionadas al control y coordinaciéon de los movimientos.
(Costa et al., 2023; Pajares et al., 2020; Rutsch et al., 2020). Dentro del desarrollo de la
enfermedad, se han reconocido algunos factores predisponentes, factores de riesgo y factores
protectores para el desarrollo de la enfermedad, de los cuales pueden ser clasificables como
modificables y no modificables (Ilustracion 2). (Berthouzoz et al., 2023; Costa et al., 2023;
Pajares et al., 2020)

Individuo sano I Enfermedad de Parkinson

Perdida de neuronas
dopaminérgicas

P

Factores protectores: g Factores de riesgo no modificables:
1. Consume de cafeina 2. Exposicion a 1. Sexo masculino
2. Consumo de tabaco 2. Edad y envejecimiento

3. Dieta y ejercicio 3. Factores genéticos (PARKinas)

4. Menopausia y falla ovarica
prematura

Hlustracion 2. Ejemplificacion grifica del proceso fisiopatologico clave de la enfermedad y su relacion con factores de riesgo y
proteccion para el desarrollo de la enfermedad. El envejecimiento aumenta la permeabilidad de las barreras biologicas, permitiendo que
neurotoxinas y proinflamatorios ingresen al sistema nervioso. Paralelamente, factores como metales pesados, pesticidas y metabolitos
intestinales causan disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo. Estos eventos promueven un estado severo y cronico de neuroinflamacion y
excitotoxicidad impulsada por las células gliales. Como resultado final, este microambiente destructivo desencadena la degeneracion
irreversible de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra. Creado con Biorender.com, autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara.

Creado a partir de (Berthouzoz et al., 2023; Costa et al., 2023; Pajares et al., 2020).
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Vida rural

El antecedente de vida rural cobra relevancia en el desarrollo de la PD ya que se asocia
al consumo de metales pesados en agua no tratada, asi como exposicion a pesticidas como
Paraquat, cuyo papel fisiopatologico se encuentra implicado en el bloqueo del complejo I de
la cadena respiratoria mitocondrial y con ello, induccién de estrés oxidativo por formacion
de radicales libres. El desarrollo de un estado de estrés oxidativo y una disminucion en la
funcion del glutation peroxidasa por alteracion en la utilizacion de oxigeno produce una
disfuncion celular del sistema inmunologico. (Berthouzoz et al., 2023; Costa et al., 2023;

Pajares et al., 2020)

Envejecimiento y cambios fisiologicos asociados

En relaciéon al envejecimiento, se ha determinado como factor de riesgo no
modificable ya que se encuentra implicado en el aumento de la permeabilidad de la barrera
hematointestinal y hematoencefalica que permite el paso de moléculas estimulantes del
sistema nervioso central y la migracion de moléculas proinflamatorias a través de estos
sistemas de barrera que favorecen la excitotoxicidad a nivel neuronal e inducen un aumento
en la actividad de la respuesta inflamatoria crénica no regulada, favoreciendo asi la
neurotoxicidad y lesion tisular de las células neuronales. (Berthouzoz et al., 2023; Costa

et al., 2023; Pajares et al., 2020)

Dentro de los mismos procesos de envejecimiento, se ha encontrado una relacion
directa entre el desarrollo de la PD y la disminucion en la exposicion de estrogenos ovaricos
y a su vez, existe una correlacion directa entre pacientes que cursan con falla ovérica
prematura debido a este mismo principio, ya que se ha descrito en la literatura que la
presencia de estradiol a nivel sérico favorece la recaptura y biosintesis de dopamina, lo que
favorece que en el sexo femenino la presencia de manifestaciones motoras se presenten de
manera tardia en relacion con el sexo masculino. (Berthouzoz et al., 2023; Costa et al., 2023;

Pajares et al., 2020)
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Factores de susceptibilidad para el desarrollo de la PD

Se han descrito otros factores asociados al desarrollo de la enfermedad, que se
describen como factores de susceptibilidad, entre los que se destacan la edad avanzada, ser
sujeto del sexo masculino, presentar mutaciones genéticas a nivel de las parkinas (PARK por
sus siglas en inglés), contar con antecedentes heredofamiliares de PD, esto relacionado
primordialmente a una reduccién en la concentracion o presencia de defectos estructurales
en los receptores D1:D2 principalmente en el sexo masculino. (Berthouzoz et al., 2023; Costa

et al., 2023; Pajares et al., 2020)

Factores protectores para el desarrollo de la PD

Dentro de la literatura se han descrito factores protectores relevantes para la
presentacion de la PD, entre los que destacan el realizar actividad fisica, las concentraciones
de uratos séricos, el consumo de cafeina, tabaco y alcohol. (Berthouzoz et al., 2023; Costa

et al., 2023; Pajares et al., 2020)

Actividad fisica

La literatura reporta que existe una correlacion directa entre el desarrollo de actividad
fisica y los niveles séricos de uratos, los cuales favorecen un estado antioxidante a través de
la activacion de la via del Nrf2/ARE, via que brinda proteccion contra la perdida de neuronas

dopaminérgicas. (Berthouzoz et al., 2023; Costa et al., 2023; Pajares et al., 2020)

Consumo de cafeina

La cafeina tiene un efecto antagonista sobre los receptores de alta afinidad a adenosina
AIR y A2AR, favoreciendo la disminucion en los niveles de citocinas proinflamatorias e
inhibiendo sus efectos proinflamatorios y proapoptéticos. Asi mismo se ha observado una
disminucién en la actividad de la microglia con relacion a su grado de reactividad celular,
liberacion de glutamato y liberacion de citocinas proinflamatorias. (Berthouzoz et al., 2023;

Costa et al., 2023; Pajares et al., 2020)
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Consumo de nicotina

La nicotina inhibe la formacién de filamentos de alfa sinucleina y reduce la formacion
de radicales libre por la enzima mono amino oxidasa B, misma que se encuentra implicada
en el metabolismo de la dopamina. (Berthouzoz et al., 2023; Costa et al., 2023; Pajares et al.,

2020)

Diagnostico de la PD

El diagnoéstico se basa principalmente a la presencia de sintomas motores, respuesta
positiva a pruebas terapéuticas con administracion de GABA y la presencia de sintomas no

motores (Ilustracion 2). (Costa et al., 2023; Pajares et al., 2020)

Cuadro clinico de 1a enfermedad

La PD es clinicamente definido por la presencia de bradicinesia y al menos unos de
los componentes motores cardinales adicionales de la enfermedad, los cuales comprenden la
rigidez y el temblor de reposo. La instauracion de las manifestaciones motoras usualmente
es de manera unilateral y asimétrica, persistiendo asi en la mayoria de la enfermedad. (Costa

et al., 2023; Pajares et al., 2020; Poewe et al., 2017)

La PD de instauracion temprana es comunmente definido como aquella enfermedad
instaurada antes de los 45 afios y en los que >10% de los casos se asocia a bases genéticas
individuales, por este motivo mas del 40% de estos cuadros se instauran antes de los 30 afios.

(Poewe et al., 2017)

Los sintomas no motores involucran multiples funciones, incluyendo desordenes del
suefo, alteraciones en la regulacion de los ciclos circadianos, desordenes cognitivos
(disfuncion ejecutiva frontal, déficits de memoria recordatoria, demencia y alucinaciones),
desordenes del comportamiento y afecto, disautonomia, principalmente hipotension
ortostatica, disfuncidon urogenital, constipacion e hiperhidrosis, asi como sintomas sensitivos,
predominantemente la hiposmia y dolor. El papel primordial de los sintomas no motores se
engloba en que pueden anteceder la instauracion de los sintomas motores clasicos afios o

décadas antes que estos. (Poewe et al., 2017)
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Tlustracion 2. Manifestaciones clinicas de la Enfermedad de Parkinson. En esta figura se muestran los diferentes sintomas motores y no

motores de la enfermedad. En base a la clave de colores, los sintomas dentro de un recuadro azul cian comprenden aquellos sintomas
prodromicos de la enfermedad. Los sintomas de los estadios leves de la enfermedad se encuentran dentro de recuadros verdes, los sintomas
relacionados a estadios intermedios de la enfermedad en recuadros amarillos y los sintomas relacionados a estadios avanzados se localizan
dentro de recuadros de color rojo. Creado con Biorender.com, autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Poewe et
al., 2017)

Estudios diagnosticos

Estudios de imagen:

La visualizacion de la deplecion dopaminérgica estriatal en pacientes con PD
usando '8F L-DOPA y PET fue uno de los primeros estudios de neuroimagen
molecular empleados para el diagnostico de la enfermedad en los primeros afos

de la década de 1980. (Poewe et al., 2017)
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La tomografia computarizada por emision de positrones (SPECT) empleando
123]-joflupano fue aprobado como de uso rutinario en la clinica ya que permite
diferenciar entre PD y enfermedades mimetizadoras de la misma que no estan
asociadas con disfuncion de las terminales presindpticas nigroestriatales. (Poewe

et al., 2017)

Las imagenes de resonancia magnética nuclear ayudan a la identificacion de
parkinsonismo sintomatico, y varias de estas técnicas de imagen pueden revelar
cambios especificos a nivel de los ganglios basales y estructuras infratentoriales
en parkinsonismos atipicos. Las técnicas avanzadas y el procesamiento de las
imagenes, incluyendo imégenes por difusion de pesos moleculares, imagenes
volumétricas, imdgenes automatizadas y multimodales del volumen cortical han
sido exploradas para incrementar la eficacia diagnostica de la PD en contra de

otros tipos de parkinsonismos degenerativos. (Poewe et al., 2017)

Estudios genéticos:

Las formas genéticas de la enfermedad solo comprenden un pequefio
porcentaje de los casos totales de la enfermedad en la practica clinica, por lo que
los estudios genéticos no son parte rutinaria en los procesos diagnosticos de la
enfermedad, a excepcion de pacientes en los que existan factores de riesgo
relacionados como historia familiar sugerente, instauracion temprana de la
enfermedad o manifestaciones clinicas especificas de la enfermedad como
distonia como principal sintoma de esta. La implicacion de los estudios genéticos
en la practica clinica rutinaria estd limitada por la baja penetrancia y expresion
variable, por lo que las variaciones genéticas como hallazgo de estos estudios no
tienen un impacto sobre las decisiones en las practicas terapéuticas de la

enfermedad. (Poewe et al., 2017)

Analisis de liquido cefalorraquideo y sangre:
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Diferentes estudios han relacionado diferentes concentraciones de proteinas
en LCR, principalmente a-syn en pacientes con PD con relacion a controles sanos,
sin embargo, se ha demostrado que la sensibilidad y especificidad de estas son
subdptimas y no tienen evidencia de beneficio diagnostico en la PD. Al contrario,
se ha demostrado que los biomarcadores moleculares son altamente especificos y

sensibles para este proposito. (Poewe et al., 2017)

Fisiopatologia de la PD

Hasta el dia de hoy se reconoce la implicacion de factores genéticos y ambientales
implicados en el desarrollo de la PD, dentro de los mas importantes, destaca el desarrollo,
agregacion y deposito intracelular de la a-sinucleina (a-syn por sus siglas en inglés). Esta
comprende una proteina presinaptica de 140 aminodcidos, cuyo mecanismo de accidon no es
del todo comprendido, pero se ha relacionado directamente a funciones ocurridas en el
citosol, mitocondria y nticleo celular, probablemente relacionadas a funciones de trafico
vesicular dentro de la dinamica sinaptica, funcion mitocondrial, trafico intracelular y posible
potencial de actividad como chaperona. Dentro de la fisiopatologia de la PD, se ha definido
que esta molécula se encuentra involucrada en la disrupcién de las funciones sindpticas y
muerte neuronal, la cual a partir de un mal plegamiento y su polimerizacion hacia
protofilamentos ejercen efectos neurotoxicos secundario a su depdsito en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra a manera de inclusiones intracitoplasmaticas
denominadas cuerpos de Lewy, induciendo asi una respuesta inflamatoria caracterizada por
gliosis reactiva. La homeostasis intracelular de la a-syn es mediada por medio de la
funcionalidad del sistema ubiquitina-proteasoma y el sistema de autofagia lisosomal (LAS
por sus siglas en inglés), los cuales han mostrado una relacion directa entre la velocidad de
degradacion de la a-syn y el desarrollo de los ensamblados oligoméricos (Ilustracion 3).

(Poewe et al., 2017; Rutsch et al., 2020; Shi et al., 2023)

Existen otras teorias fisiopatoldgicas involucradas en el desarrollo de la PD, las cuales

se centran en el estudio de la mitocondria como centro de disrupcidn inflamatoria, teorias
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centradas en procesos oxidativos a nivel neuro dopaminérgico, patrones neuroinflamatorios,
modelos de migracion similar a enfermedad pridnica y dentro de las mads recientes
teorizaciones, se ha recalcado la importancia de la microbiota en la regulacion y desarrollo
de la enfermedad (Ilustraciones 4 y 5). (Choi et al., 2018; Costa et al., 2023; Hirayama &
Ohno, 2021; Jia et al., 2023; Pajares et al., 2020; Pan-Montojo et al., 2012; Pascale et al.,
2020; Poewe et al., 2017; Rutsch et al., 2020; Salim et al., 2023; Shandilya et al., 2022;
Wallen et al., 2022; Zhu et al., 2022)

Hoy en dia se sabe que la PD no solo afecta al CNS, sino que también ocurren cambios
patolégicos a nivel del ENS, reconociéndose que estos ocurren mucho antes de que se
presenten las modificaciones a nivel del CNS. Se ha descrito en modelos murinos la presencia
de dafio neuronal y glial a nivel del ENS, asi mismo, se ha observado degeneracion atréfica
de las neuronas en el plexo mientérico y submucoso, con evidencia de depositos de a-syn en
pacientes que cursan con PD en etapas tempranas. Se ha descrito en diferentes modelos
experimentales que inclusive, el ENS muestra mucho mayor sensibilidad a la A30P a-syn que

el propio CNS (Zhang et al., 2023).

Fundamentos neuropatologicos de la PD

Dentro de las caracteristicas de la enfermedad observados por histopatologia, se ha
descrito que la PD se centra en dos cambios principales a nivel cerebral, la pérdida neuronal
en areas especificas de la SN y la formacion y acumulaciéon de inclusiones
intracitoplasmaticas de a-syn contribuyendo asi a la formacion de Cuerpos de Lewy. (Poewe

etal., 2017)

El estudio macroscopico del tejido encefélico en biopsias de pacientes con PD
no ha mostrado una relacion entre la enfermedad y la presencia de atrofia, debido a que la
degeneracion neuronal ocurre exclusivamente en ciertos grupos celulares en regiones
cerebrales especificas. En estadios tempranos de la enfermedad se ha observado que la
pérdida de neuronas dopaminérgicas se restringe Unicamente a la sustancia ventrolateral de
la SN con afectacion relativa de otros grupos dopaminérgicos a nivel mesencefalico. (Poewe

etal., 2017)
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En relacion con los depositos de a-syn, se ha descrito que tienden a llevar a
cabo la formacion de inclusiones intracitoplasmaticas en determinados grupos neuronales
especificos. Los Cuerpos de Lewy comprenden grandes agregaciones de a-syn. En este
concepto, la patologia de Lewy ocurre inicialmente a nivel de las neuronas colinérgicas y
monoaminérgicas y en neuronas constituyentes del sistema olfatorio, sin embargo, con
relacion a la progresion de la enfermedad, se ha observado formacion de Cuerpos de Lewy

en la region limbica y neocortical en pacientes con PD. (Poewe et al., 2017)

La funcién neuronal normal de la proteina de 140 aminoacidos, a-syn, no es
del todo comprendido, pero se ha relacionado a funciones que ocurren en el citosol,
mitocondria y nuacleo celular, probablemente relacionada a funciones de trafico vesicular
dentro de la dinamica sinaptica, funcion mitocondrial, trafico intracelular y posible potencial
de actividad como chaperona. La a-syn adquiere sus propiedades neurotdxicas durante un
proceso patogenético en el cual los mondémeros solubles inicialmente llevan a cabo la
formacion de oligdmeros, que progresivamente se combinan en pequefios protofilamentos y
eventualmente en grandes complejos fibrilares insolubles que favorecen el desarrollo de la

patologia de Lewy. (Poewe et al., 2017)

La homeostasis intracelular de la a-syn es mediada por medio de la
funcionalidad del sistema ubiquitina-proteasoma y el sistema de autofagia lisosomal (LAS
por sus siglas en inglés). La relevancia de estos dos sistemas de degradacion proteolitica es
debatida y se ha observado una mayor asociacion en relacion con la degradacion de la a-syn
mediada por el LAS para llevar a cabo la degradacion de los ensamblados oligoméricos.
Adicionalmente, se ha observado la presencia de proteasas que no son partes de estos
complejos de degradacion y que permiten la depuracion de la a-syn a nivel extracelular. Se
ha observado que el desarrollo de la PD y su asociacion con el envejecimiento tienen un papel
preponderante en la disfuncionalidad de estos sistemas proteoliticos, donde se ha observado
que los niveles de enzimas lisosomales se encuentran reducidas a nivel de la SN,
particularmente en aquellas neuronas que contienen inclusiones de a-syn. Asi mismo se han
observado que los marcadores de autofagia y chaperonas se encuentran disminuidas a nivel

intracelular y en correlacion directa se ha observado una acumulacion de los autofagosomas.
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Se ha descrito que los oligdmeros de a-syn inhiben el sistema de ubiquitina-proteasoma, asi
mismo, la acumulacion de a-syn puede inhibir la macroautofagia y diferentes isoformas de
la a-syn, pueden reducir la funcion del sistema de autofagia mediado por chaperonas. (Poewe

etal., 2017)

1lustracion 3. Mecanismos de degradacion de la a-syn y su relacion con el modelo fisiopatologico estindar de la PD. El plegamiento de
la -syn esta regulado por mecanismos de degradacion proteolitica, siendo el sistema ubiquitina-proteasoma uno de los iniciales. Esta
proteina también induce procesos de macroautofagia que llevan a la lisis mitocondrial mediante la fusion de fagosomas y lisosomas. Para
controlar su toxicidad, el sistema de autofagia lisosomal (LAS) actia como la via principal para la lisis y depuracion de sus oligomeros.
Cuando la degradacion falla, los protofilamentos de -syn se agrupan y forman depositos intracelulares patologicos conocidos como
Cuerpos de Lewy. Finalmente, la acumulacion de estos agregados induce estrés oxidativo y detona procesos inflamatorios a través de la

activacion mitocondrial. Creado con Biorender.com, Autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Poewe et al., 2017)

Teoria de la disfuncion mitocondrial

La actividad del complejo I mitocondrial, el cual comprende parte de la cadena de
transporte de electrones se encuentra reducida en diversos tejidos aislados a partir de
pacientes con PD. PPARy y su coactivador 1a (PGCla por sus siglas en ingles), el cual
comprende un regulador maestro transcripciones, son sitios genéticos clave que se expresan
a la baja en pacientes con PD. Se ha observado que la acumulacion de la a-syn dentro de la
mitocondria permite el déficit funcional del complejo I mitocondrial y el estrés oxidativo. La
activacion del PGCla da como resultado la reduccion en la tasa de oligomerizacion de la a-

syn y menor toxicidad en modelos in vitro, mientras que el déficit de este mismo codificador
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maestro incrementa la vulnerabilidad a la oligomerizacién de dicha proteina. De manera
directa se ha observado que la exposicion a dichos oligomeros reduce los niveles celulares

de PGCla. (Poewe et al., 2017)

Teoria oxidativa

Se ha demostrado que las neuronas dopaminérgicas nigrales son particularmente
vulnerables a los cambios metabolicos y oxidativos por diferentes razones. La primera se
relaciona directamente con la longitud de axones amielinicos, con un alto nimero de sinapsis
(estimadas en 1-2.4 millones de sinapsis por neurona dopaminérgica nigral), lo cual les
confiere un estado metabolicamente activo. En segundo lugar, se ha observado que tienen
una via autocrina de sefializacion mediada por calcio intracelular y la extrusion de este a
expensas de energia. En tercero, se ha observado que incrementos en la dopamina y sus
metabolitos pueden causar estrés oxidativo toxico, que, en asociacion con el distrés
mitocondrial y la deplecion lisosomal y disfuncion del sistema LAS, comprenden vias

patogénicas en la PD que se encuentran intimamente ligadas. (Poewe et al., 2017)

Teoria neuroinflamatoria

La neuroinflamacion es probablemente un contribuidor esencial en la patogenia de la
enfermedad. Las neuronas catecolaminérgicas en el tejido cerebral de pacientes con PD y
neuronas dopaminérgicas en cultivo han demostrado un incremento en el sistema de proteinas

MHC clase I, favoreciendo su exposicion a células T citotdxicas. (Poewe et al., 2017)

La agregacion de la a-syn induce la activacion del sistema inmune innato y el sistema
inmune adaptativo en la PD, asi mismo, estos fenomenos de neuroinflamacién pueden
favorecer el plegamiento anomalo de la a-syn, favoreciendo asi el desarrollo de un circulo
vicioso que favorece el desarrollo de incrementos en el grado de neuroinflamacion. Las
células inmunes solo contribuyen al inicio o deterioro de la PD a nivel cerebral. La microglia
puede fagocitar y degradar los agregados de la a-syn, por lo que en ensayos clinicos se ha

observado que el uso de terapias con anticuerpos dirigidos contra la a-syn favorecen la

30



activacion de la microglia y potencian los fenomenos de degradacion de la a-syn. (Poewe

etal., 2017)

Inmunologicamente se ha demostrado la existencia de un cambio en la respuesta
linfoproliferativa con disminucion de la concentracion de linfocitos T CD4+, mismas en las
que se observa un aumento en la sintesis de a-syn y a su vez se ha demostrado una disfuncion
del linfocito T CD4+ por efecto deletéreo de la BMAA. En base a este contexto
inmunolégico, se ha establecido hoy en dia que, dentro de las hipdtesis etiopatogénicas, la
PD podria ser una enfermedad con un componente autoinmune. Modelos murinos Pink1 -
que cursan con episodios de infeccion gastrointestinal por bacterias Gram positivas,
desarrollaban mecanismos de autoinmunidad mediadas por células T CD8" citotoxicas
especificamente dirigidas contra mitocondrias, se asocian a dafio de las neuronas
dopaminérgicas. (Costa et al., 2023; Pajares et al., 2020; Pascale et al., 2020; Wallen et al.,
2022)

Teoria del modelo pridnico-like

Braak et. al en 2007 establecid que el desarrollo de infecciones virales y prionicas
pueden generar depositos de a-syn y migrar de manera retrograda a partir del sistema
neuroentérico por medio del nervio vago y a través del sistema respiratorio por medio del
bulbo olfatorio hacia la sustancia nigra y generar un efecto prion-like a partir de la migracion
de la a-syn hasta la pars compacta de la sustancia nigra. Esto cobra vital importancia en la
investigacion de la patogénesis de la enfermedad, debido a que se ha observado la presencia
de cuerpos de Lewy secundarios a la polimerizacion de la a-syn de manera temprana en
biopsias de tejido intestinal, estando presente mucho antes de que estos se desarrollen a nivel
del sistema nervioso central y que bajo el modelo propuesto por estos investigadores, pueden
dar origen a una explicacion descentralizada del SNC en relacion a la patogénesis de la PD
ya que la literatura demuestra que existe una migracion de la a-syn en un modelo de prion-
like desde el sistema neuroentérico hacia el sistema nervioso central de forma retrograda a

través del trayecto del nervio vago hasta depositarse en la pars compacta de la sustancia nigra.
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(Choi et al., 2018; Costa et al., 2023; Pellegrini, C et al., 2022; Hirayama & Ohno, 2021;
Pajares et al., 2020; Pan-Montojo et al., 2012; Poewe et al., 2017; Rutsch et al., 2020)

Montojo y cols en 2012 demostraron que la reseccion de los nervios componentes de
sistema simpatico y parasimpatico a través de hemivagotomia y simpatectomia parcial
retrasaron la aparicion de los sintomas motores y detienen la progresion de la enfermedad
similar a PD en modelos murinos previamente tratados con rotenona. Diferentes estudios
experimentales han demostrado que el desarrollo de una vagectomia temprana tiene la
capacidad de reducir la tasa de presentacion de la enfermedad en aproximadamente el 50%.

(Choi et al., 2018; Hirayama & Ohno, 2021; Pan-Montojo et al., 2012; Rutsch et al., 2020)

Teoria microbiologica

Se ha descrito en la literatura que el microbioma tiene un papel importante en el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas debido a su asociacion con la liberacion de
neurotransmisores y neuromoduladores, describiéndose asi que la teoria de la disbiosis juega
un papel relevante en estos procesos fisiopatoldgicos debido a la proliferacion de bacterias
productoras de lipopolisacaridos (LPS) y beta-metilamino-L-alanina (BMAA), los cuales
favorecen la excitotoxicidad, activacion de la microglia, dafio mitocondrial y formaciéon y
deposito de los filamentos de la a-syn. Se ha identificado que el aumento en la permeabilidad
de la barrera hematointestinal se correlaciona directamente con un aumento en el paso de
sustancias del lumen intestinal hacia el lumen sanguineo, favoreciendo la migracion de
neurotransmisores, neuro estimuladores, citocinas proinflamatorias y LPS, permitiendo un
aumento en la excitotoxicidad y otros procesos ya previamente mencionados. Esto cobra
relevancia ya que se ha observado que un incremento en la permeabilidad de dicha barrera
hematointestinal secundaria a una reaccion inflamatoria intestinal correlaciona directamente
una sinergia entre la funcion de la IL-1b y la polimerizacion de la a-syn. La presencia de
lipopolisacaridos induce la expresion de los astrocitos A1 que tienen actividad neurotoxica.
Se ha demostrado que estos astrocitos estan involucrados en la destruccion de las células
dopaminérgicas de la sustancia nigra, asi mismo se ha demostrado que la microglia por efecto

de la galectina-3 generan un aumento de la barrera hematoencefilica y a su vez se ha
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demostrado que estas células al estar sometidas a un proceso de inflamacién crénica
adquieren un fenotipo fagocitico. Se ha demostrado que el BMAA tiene un efecto sobre la
barrera hematoencefalica alterando la permeabilidad de esta. (Costa et al., 2023; Pajares

etal., 2020)
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Hlustracion 4. Teorias fisiopatologicas intracelulares implicadas en el desarrollo de la PD. La disfuncion del complejo I mitocondrial
induce estrés oxidativo y favorece la agregacion patologica de -sinucleina. Por su parte, las neuronas dopaminérgicas muestran una alta
vulnerabilidad natural frente a los cambios metabélicos oxidativos. El exceso de dopamina daiia la mitocondria y el sistema de
degradacion LAS, potenciando la neurotoxicidad. Simultaneamente, la disbiosis altera las barreras biologicas permitiendo el paso de
neurotoxinas bacterianas al cerebro. Al ingresar al sistema nervioso central, estos metabolitos periféricos replican y perpetiian el ciclo
destructivo de estrés oxidativo Creado con Biorender.com, autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Costa et al.,
2023; Pajares et al., 2020; Poewe et al., 2017)
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Ilustracion 5. Teorias fisiopatologicas extracelulares implicadas en el desarrollo de la PD. La agregacion de -sinucleina sobreexpresa el
MHC I en las células dopaminérgicas, exponiéndolas a un ataque letal por parte de los linfocitos T citotoxicos. Este evento activa tanto el
sistema inmune innato como adaptativo, detonando una intensa neuroinflamacion cronica guiada por la microgliay autoinmunidad celular:
Paralelamente, el modelo "prion-like"” propone que los agregados toxicos de -sinucleina se forman de manera inicial en el sistema
neuroentérico. Desde el intestino, estas proteinas patologicas logran migrar de manera retrograda a través del nervio vago hasta colonizar
v degenerar la sustancia nigra. La validacion de esta ruta ha demostrado que su interrupcion anatomica puede retrasar la aparicion de
los sintomas motores y detener drasticamente la progresion de la enfermedad. Creado con Biorender.com, autoria de Juan Carlos Ferreira
Alcantara, creado a partir de (Choi et al., 2018; Costa et al., 2023; Hawkes et al., 2007; Hirayama & Ohno, 2021; Pajares et al., 2020;
Pan-Montojo et al., 2012, Pascale et al., 2020; Poewe et al., 2017, Rutsch et al., 2020; Wallen et al., 2022)

Se ha observado que en pacientes que cursan con PD, existe un incremento en los
niveles de marcadores gliales como la proteina acidofila fibrilar glial (GFAP por sus siglas al
inglés) y Sox-10, los cuales se asocian directamente con un incremento de las citocinas

proinflamatorias a nivel gastrointestinal (Zhang et al., 2023).

Inflamosoma NLRP3: generalidades

El inflamosoma comprende un complejo de sefializacion del sistema inmune innato,
que es activado en respuesta a diferentes patrones moleculares asociados a patdgenos y
asociados a dafio (PAMPS y DAMPS respectivamente por sus siglas en inglés), las cuales
comprenden moléculas de sefializacion al dafio celular. Una vez activado el inflamosoma por

la unién de estos patrones a receptores tipo NOD (NLRs por sus siglas en inglés) y receptores
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tipo TOLL (TLRs por sus siglas en inglés) inducen la producciéon activa de citocinas
proinflamatorias, siendo las de mayor interés la IL-1b y la IL-18. A través de los diferentes
estudios experimentales relacionados al inflamosoma se ha reconocido que existe también
una molécula adaptadora llamada proteina similar a particulas asociadas a apoptosis (ASC o
Pycard por sus siglas y denominaciones en inglés), capaz de generar la activacion de los
procesos de piroptosis, una forma de muerte celular acelerada caracterizada por la liberacion
masiva de mediadores proinflamatorios. La importancia de este complejo molecular ha
tomado interés dentro de la investigacion cientifica, ya que se ha asociado su participacion
en la progresion de diferentes desordenes neurologicos, entre los que destacan la esclerosis
multiple (MS por sus siglas en inglés), AD, PD, y desordenes neuropsiquiatricos (NPD por
sus siglas en inglés). (Codolo et al., 2013; Poewe et al., 2017; Rutsch et al., 2020)

Se ha descrito que tanto la IL-1b como la IL-18 juegan un rol esencial dentro de las
funciones fisioldgicas del SNC, participando a nivel de procesos de cognicion, aprendizaje y
memoria, siendo especialmente abundantes a nivel del hipotdlamo y el hipocampo, lo que

favorece la preservacion de los diferentes procesos de memoria y aprendizaje. (Rutsch et al.,

2020)

Recientemente se ha identificado que un modelo de inflamosoma denominado AIM2
tiene un rol determinante en el desarrollo normal del cerebro y que es activado a partir de la
presencia de dafio al DNA, situacion que ocurre especialmente ante situaciones de infeccion,
trauma, pero sobre todo, ante la masiva muerte celular durante el neurodesarrollo, sin
embargo, se ha descrito que su regulacion no estd mediada por citocinas convencionales, sino

que mas bien su regulacion es mediada a través de gasdermina D. (Rutsch et al., 2020)

Estructura molecular del Inflamosoma NLRP3

El inflamosoma NLRP3, conocido como criopirina, comprende un sensor del sistema
inmune innato, que se encarga de la maduracién y liberacion de citocinas proinflamatorias,
entre las que se destacan a la IL-1p e IL-18, las cuales sufren un proceso de maduracion
regulado por caspasa-1, en respuesta a estrés celular y dafio a la membrana celular. Este

inflamosoma comprende un complejo macromolecular constituido por 3 componentes
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mayores, el NLRP3, el cual se encarga de inducir vias de sefializacion posterior a la captacion
de PAMPS y DAMPS; la caspasa 1, la cual permite la maduraciéon de las citocinas
proinflamatorias previamente sefialadas asi como el procesamiento de gasdermina D
favoreciendo una regulacion a la alta de procesos proinflamatorios y piroptosis y; la proteina
que contiene un dominio de reclutamiento de caspasa-1 asociada a apoptosis, ASC, la cual
tiene la funcion de actuar como puente entre la caspasa 1 y NLRP3 para llevar a cabo el
funcionamiento de este complejo. Dado que este pertenece a los mecanismos de defensa del
sistema inmune innato, tiene la capacidad de inducir diferentes programas transcripcionales
que favorecen la expresion de citocinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos para
favorecer la defensa dirigida al hospedador, en algunas situaciones especiales, se ha
reconocido que la inmunidad innata mediada por receptores favorece la induccion de
programas de muerte celular con el fin de parar la propagacion de patdégenos. Se ha descrito
que el inflamosoma NLRP3 se encuentra expresado de manera constitutiva como un
complejo supramolecular citosolico en células de linaje mieloide, células de barrera,
linfocitos y neuronas. Las aberraciones genéticas que afectan al NLRP3 se han asociado
directamente con enfermedades colectivamente llamadas sindromes periddicos asociados a
criopirinas, que se caracterizan por ser sindromes autoinmunes dirigidos contra piel,
articulaciones y sistema nervioso central. Dentro de los roles mas relevantes de este
inflamosoma dentro de la fisiopatologia de diferentes enfermedades, se ha destacado su alta
relevancia en condiciones del sistema nervioso central como la Enfermedad de Alzheimer y

la Enfermedad de Parkinson (Ilustracion 6) (Fu J., et.al., 2023; Banerjee S., et. al., 2022).

NLRP3 requiere de dos pasos para su activacion. El primero consiste en el
reconocimiento de PAMPS y DAMPS o citocinas que favorezcan diferentes procesos
proinflamatorios que inducen una regulacion al alza de la expresion de la via de transcripcion
mediada por NF-kB, favoreciendo la transcripcion al alta del NLRP3, el cual requiere de
diferentes mutaciones postranscripcionales como la ubiquitinacion, fosforilacion vy
SUMOilacioén para ser activada. El segundo paso requiere de un flujo eléctrico mediado por
cargas ionicas a través del eflujo de potasio a través de canales dependientes de ATP al liquido

extracelular. Posterior a su activacion, el NLRP3 inicia un reclutamiento de diferentes
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subcomplejos constitutivos del inflamosoma y lleva a cabo la activacion de caspasas
inflamatorias por procesos proteoliticos, que inducen su maduracion molecular y favorecen
una induccion de los procesos proinflamatorios y muerte celular inflamatoria conocida como
piroptosis. Se ha reconocido que NEK7, una cinasa de serina/treonina que favorece la mitosis
favorece la activacion de NLRP3 a través de su union directa a esta por medio de los dominios
ricos en leucina (LRR por sus siglas en inglés), esta, favorece la formacion del disco del
inflamosoma NLRP3 y promueve que la region PYD del NLRP3 forme un filamento. Este
filamento recluta al complejo ASC y favorece la formacion del filamento ASC PYD, asi
mismo, ASC presenta un dominio CARD que genera un filamento que recluta caspasa-1 a
través de dominios de unioén de caspasa-1 (p20/p10) que favorece su dimerizacién y auto
procesamiento para favorecer su activacion mediante la formacioén del complejo p33. La
caspasa-1 activada, tiene la capacidad de unirse a dominios de gasdermina D (GSDMD por
sus siglas en inglés) y activarlos, favoreciendo la formaciéon de poros de membrana que
facilitan la liberacion de citocinas proinflamatorias formadas y el desarrollo de la piroptosis

(FulJ., et.al., 2023; Banerjee S., et. al., 2022).

Mecanismos de senalizacion del inflamosoma NLRP3

Se han descrito tres componentes principales de la via de sefializacion del
inflamosoma NLRP3, dividiéndose en un componente sensor, un adaptador y uno efector (Fu

J., et.al., 2023; Banerjee S., et. al., 2022).

El sensor, comprendido por NLRP3, se encuentra constituido de tres partes, un
dominio pirina amino terminal (PYD por sus siglas en inglés), un dominio carboxilo terminal
rico en repeticiones de Leucina (LRR por sus siglas en inglés) y un dominio central de unién
a nucleotido (NBD por sus siglas en inglés) con dominio ATPasa denominado NACHT. PYD
tiene la funcion de regular a la baja la actividad del inflamosoma NLRP3, el dominio LRR
favorece principalmente las interacciones proteina-proteina y a su vez, se encarga de
mantener la estabilidad de NLRP3. El dominio NACHT posee la habilidad de unir

nucleotidos e hidrolizar ATP, que una vez hidrolizados favorece la auto-oligomerizacion

37



resultando en auto-interacciones de PYD, que favorecen el reclutamiento de ASC, que tiene

la funcion de actuar como adaptador molecular (Fu J., et.al., 2023; Banerjee S., et. al., 2022).

El adaptador, comprendido por ASC, esté constituido por un dominio amino terminal
el cual sirve como sitio de anclaje a al dominio PYD de NLRP3; un dominio carboxilo
terminal de reclutamiento de caspasa (CARD por sus siglas en ingles) que actua como
plataforma para el reclutamiento de la caspasa-1, que tiene la funcion de actuar como efector

(Ful., et.al., 2023; Banerjee S., et. al., 2022).

El efector, comprendido por Caspasa-1 esta constituido por un extremo amino termina
que se une a CARD, una subunidad catalitica larga llamada p20 y una subunidad catalitica
corta que constituye su extremo carboxilo terminal, pl10. Cuando la caspasa-1 entra en
contacto con los filamentos de CARD del ASC inducen la dimerizacion de las subunidades
cataliticas p20 y pl0, favoreciendo el anclaje entre ambas subunidades, formando el
complejo p33 y con ello, permitiendo asi que la caspasa adquiera su actividad proteolitica
completa. Una vez activada la caspasa-1, esta es capaz de cortar y activar GSDMD, la cual
es responsable de inducir fenomenos de piroptosis y a su vez, inducir la maduracion de pro-
citocinas de la familia de las IL-1, permitiendo su maduracion y permitiendo que adquieran
su funcion reguladora a nivel de la respuesta inmune (Ilustracion X) (Fu J., et.al., 2023;

Banerjee S., et. al., 2022).

Métodos de inhibicion del inflamosoma NLRP3

Cuando el inflamosoma NLRP3 se encuentra en su estado inactivo, el adenosin
difosfato (ADP por sus siglas en inglés) se une al sitio de union a ADP de la region NACHT.
Cuando este pasa a su forma activa, se piensa que se lleva a cabo la fosforilacion del ADP
unido a NACHT hacia adenosin trifosfato (ATP por sus siglas en inglés), pero dicho método

de activacion no ha sido demostrado (Fu J., et.al., 2023; Banerjee S., et. al., 2022).
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Hlustracion 6. Estructura molecular del Inflamosoma NLRP3. El inflamosoma NLRP3 esta compuesto por 3 complejos, constituidos por
NLRP3, el cual presenta actividad de sensor para diferentes PAMPs y DAMPs, ASC el cual actiia como complejo de anclaje entre NLRP3
v caspasa-1y caspasa-1, el cual actiia como efector en la maduracion de citocinas proinflamatorias e induccion de fenomenos de muerte
celular por piroptosis. En a se seiialan los componentes de NLRP3, en b se sefiala el paso de filamentacion de PYD regulado por NEK7 y
su union a ASC, en c se senala el papel conector de ASC con caspasa-1'y NLRP3, en d se muestra el complejo de caspasa, mientras que
en se detalla el papel de la caspasa-1 como maquinaria de escision de gasdermina D. En f'se sefiala el papel regulador de la actividad de

gasdermina D sobre NLRP3.

Proceso de Oligomerizacion del NLRP3

Diferentes modelos experimentales realizados con NLRP3 de rata, expresado en
diferentes mamiferos, han demostrado que la uniéon de ATP a NACHT induce una
oligomerizacion de 12 monomeros de NLRP3, originando una estructura dodecamérica de
200 a 250 A, el cual adquiere forma de anillo de doble capa que da una configuracién de

barril (Fu J., et.al., 2023).
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La oligomerizacion de NLRP3 humano ha sido estudiada por crio microscopia
electronica y se ha descrito que forman una jaula decamérica en humanos similar a las
estructuras dodecaméricas de rata, asi mismo, se ha descrito una formacion de doble anillo a

partir de 5 a 8 moléculas de NLRP3 (Fu J., et.al., 2023; Banerjee S., et. al., 2022).

El estudio de purificados de NLRP3 de rata han demostrado un mecanismo
interesante de unién a membrana celular a través de una alta afinidad a los fosfoinositidos
constituyentes de la bicapa lipidica, y a su vez, se ha demostrado una sobreexpresion de
NLRP3 cuando existen fendmenos de lisis. A partir de diferentes estudios de crio microscopia
electronica se ha demostrado que NLRP3 no se encuentra expresado Unicamente en la
membrana plasmatica, sino que se encuentra expresada en diferentes organelos
intracelulares, incluyendo el reticulo endoplasmico, mitocondria y aparato de Golgi. Asi
mismo se ha demostrado que NLRP3 es transportado a través de microtubulos cuando los
extremos terminales LRR se encuentran unidos a NEK7 (Fu J., et.al., 2023; Banerjee S., et.

al., 2022).

Estudios experimentales en donde se favorece la union de ADP a NACHT ha
demostrado que NLRP3 pasa de una configuracion en jaula decamérica y adquiere una
configuracion esférica hexamérica compuesta por dos capas triméricas que favorecen la
regulacion a la baja de la actividad sensable del complejo inflamosoma mediada por NLRP3

(Ful., et.al., 2023; Banerjee S., et. al., 2022).

Implicaciones del inflamosoma NLRP3 en la PD

En el contexto de la PD, se ha encontrado un incremento en las concentraciones de
IL-1b y caspasa-1 a nivel sérico y a nivel del estriatum. De igual manera se ha observado que
los complejos fibrilares de a-syn inducen la secrecion de IL-1b por medio de la estimulacion
de monocitos BV2 del linaje microglial, a través de la via del NLRP3 y de la caspasa-1 en
modelos murinos. Se ha estudiado la relevancia del TLR-2 como via paracrina activada por
la a-syn y su correspondiente induccion en la sintesis de IL-1b por parte de la microglia. Se
ha observado de manera experimental en microglia de ratones y en neuroblastomas y cultivos

celulares de células SH-SYSY expuestas a a-syn, que estas presentan cambios indicativos de
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activacion a nivel de las vias proinflamatorias, incluyendo cambios morfolégicos de la
microglia a sus formas ameboides, produccion de 6xido nitrico (NO por sus siglas al inglés)
y especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas al inglés) asi mismo se ha evidenciado
un incremento en la produccion de citocinas proinflamatorias detectables a partir de la
concentracion de estas y por medio de su mRNA codificantes. Con base a estas
connotaciones, se ha descubierto que la via mediada por TLR2 se activa de manera temprana
ante la exposicion de la a-syn, induciendo la sintesis de varias moléculas proinflamatorias y
quimiocinas, entre las que se destaca la induccion sintética de la IL-1b, ademas, la evidencia
demuestra la activacion de la via JAK-STAT de manera temprana induciendo migracion
transendotelial temprana de los leucocitos, regulacion y restructuracion de los filamentos de
actina del citoesqueleto y una estimulacion sostenida de la via del TLR2. (Kaur et al., 2020;

Kim et al., 2013; Rutsch et al., 2020)

Se ha observado en modelos murinos que la via mediada por TLR3 juega un papel
importante dentro de la patogenia de la PD, ya que a partir de estos modelos en donde se
administran agonistas de TLR3 a nivel de la SN favorecen el desarrollo de un estado
proinflamatorio sostenido y un incremento en la susceptibilidad de las neuronas

dopaminérgicas al estrés oxidativo. (Kim et al., 2013)

Se ha descrito en cuadros clinicos de instauracion temprana de la enfermedad, la
existencia de una respuesta exagerada del inflamosoma NLRP3 a nivel de la microglia y los
macrofagos cuando existe la presencia de mutaciones en los genes codificantes de las
parkinas (PARK?2) y de la proteincinasa mitocondrial de serina/treonina (PINK1). Se han
desarrollado modelos animales con caspasa-1 activada, en los que se observa un aumento
directo en la concentracion y formacion de protofilamentos de a-syn, lo cual, promueve de
manera directa un ambiente neurotoxico para las neuronas, mientras que la expresion cronica
de IL-1b a nivel de la sustancia nigra en modelos murinos se correlaciona directamente con
una induccién progresiva de la muerte de las neuronas dopaminérgicas, dando como
resultado manifestaciones motoras. De esta manera y en correlacion con los hallazgos
destacados en estos modelos animales, se ha protocolizado el uso de inhibidores de caspasa-

1 en inyeccion (Ac-Y VAD-CMK) donde se demostrd que posterior a su administracion se
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presenta una reduccion en la actividad del inflamosoma NLRP3 y con ello, una mayor tasa
de supervivencia de las neuronas dopaminérgicas en estos modelos murinos experimentales,
sin embargo, aun se desconoce con exactitud la relacién existente entre un insulto en la

microbiota como detonante en la actividad del inflamosoma y viceversa. (Rutsch et al., 2020)

Dentro de los modelos experimentales a nivel murino, es importante resaltar que en
el uso de un modelo knockout para genes de TLR 2, 3 y 4 (TIr2 7, TIr3"" y TIr4")
demostraron que en los modelos TIr2 7~ se pierde la actividad de la via y la correspondiente
respuesta dirigida a la induccion en la sintesis de citocinas inflamatorias y quimiocinas tanto
a nivel de mRNA y la concentracion de estas proteinas, mientras que los otros dos modelos
no mostraban cambios significativos en relacion a la inhibicion de estas vias para la sintesis

de estas moléculas mediada por estimulacion de la a-syn. (Kim et al., 2013)

Fisiologia del eje microbioma-intestino- cerebro

El intestino de un humano adulto contiene mas de 1 kg de bacterias, esencialmente,
el mismo peso que un cerebro humano, encontrandose en este una concentracion de
aproximadamente 10'*-10'* microorganismos y contiene 100 veces mas genes que el propio
genoma humano. La red de comunicaciones entre el intestino y el CNS es compleja e incluye
al sistema nervioso entérico (ENS por sus siglas al inglés) asi como al sistema nervioso
autobnomo dentro de los componentes nerviosos y se incluye ademas dentro de los sistemas
de regulacion de este eje las vias de sefializacion neuroinmuno y neuroendocrinologicas.

(Anand et al., 2023; Dinan & Cryan, 2017; Socata et al., 2021)

La barrera intestinal estd compuesta de una monocapa de células epiteliales que
separa la microbiota intestinal presente en el lumen, del medio interno tisular. Bajo
condiciones de homeostasis las estrictas conexiones intercelulares por medio de
desmosomas, uniones estrechas y uniones adherentes regulan el paso selectivo de nutrientes,
agua y electrolitos y previenen la translocacion de toxinas bacterianas, microorganismos y
otras moléculas potencialmente daninas. (Choi et al., 2018; Pan-Montojo et al., 2012; Qin et

al., 2007; Rutsch et al., 2020; Varesi et al., 2022)
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Las células enteroenddcrinas tienen una sinapsis directa hacia las aferencias vagales
y su correspondiente nucleo, asi como rutas sindpticas hacia la sustancia nigra y al estriatum.
Los diferentes componentes de estas vias neuronales pueden actuar como sitios distales de
regulacion cerebral, modulando la permeabilidad de barrera hematointestinal y BBB,
neurogénesis y comportamiento del huésped, esto mediado a partir de SCFAs y su unién a
receptores ligados a proteina G (GPR por sus siglas al inglés), sobre todo, GPR41, el cual se

encuentra en altas concentraciones en estos distintos ejes. (Hirayama & Ohno, 2021)

Hasta la fecha se ha sefialado que el cerebro comprende un o&rgano
inmunoldgicamente privilegiado por el hecho de contar con un sistema de barreras que
impide el paso de sustancias desde la periferia hacia este mismo, denominada BBB, la cual
se encuentra constituida por células endoteliales, prolongaciones de neuroglia que dan sostén
al sistema de barrera y células inmunologicas que actian como sistemas de identificacion
frente a sustancias y patdégenos. Sin embargo, en base a datos de investigaciones recientes,
se ha identificado que la BBB no es netamente selectiva, y permite el paso de metabolitos
bacterianos y células inflamatorias desde cualquier terreno que involucre al sistema
inmunologico, permitiendo observar que este paso de sustancias se ha involucrado con el

desarrollo de diferentes procesos neuropatologicos. (Rutsch et al., 2020)

La microbiota comprende un conjunto de bacterias comensales que fungen una
actividad simbidtica dentro del organismo; se ha estimado una densidad bacteriana de 10'?
células/gramo de contenido en el intestino delgado. Los componentes de la microbiota se
dividen en diversidades, entre las que se destacan la diversidad alfa, la cual hace referencia a
las taxonomias mdas abundantes en la composicion del microbioma, mientras que la
diversidad beta hace referencia a la diversidad entre muestras. Se ha identificado que cuatro
phylums constituyen la microbiota, entre los que se encuentran los Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria y Proteobacteria. La microbiota de la mucosa intestinal juega un papel
fundamental como componente metabolico del organismo, ya que se ha asociado a procesos
de digestion, sintesis de vitaminas, angiogénesis, maduracion de células epiteliales, asi como
desarrollo y educacion del sistema inmunologico para establecer inmunotolerancia a

diferentes agentes bacterianos benéficos para el organismo (Ilustracion 7 y 8). Se ha descrito
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que el desarrollo de la microbiota en el ser humano ocurre durante los primeros cuatro meses
de vida, y se propicia fundamentalmente por el nacimiento via vaginal, donde la piel y la
cavidad oral mantiene contacto con la microbiota vaginal de la madre, favoreciendo la
colonizacidon de estas bacterias en el recién nacido, mientras que un segundo punto de
desarrollo y colonizacion de la microbiota se da durante el contacto piel con piel estrecho
que mantiene el neonato con la madre. El resultado de un adecuado desarrollo de la
microbiota se traduce en un adecuado desarrollo de inmunotolerancia y respuesta
inmunolégica frente a patdgenos diferentes a los que componen esta. De igual manera, se ha
observado que favorece el desarrollo de la integridad de la mucosa intestinal. (Costa et al.,

2023; Dinan & Cryan, 2017; Pajares et al., 2020; Rutsch et al., 2020; Socata et al., 2021)

Se ha descrito en la literatura que las rutas de comunicacion clave entre la microbiota
entérica y el cerebro comprenden al nervio vago, metabolitos del triptéfano y metabolitos
microbianos tales como SCFAs o peptidoglicanos. La microbiota intestinal puede afectar la
funcién cerebral mediante la modulacidon serotoninérgica, noradrenérgica, dopaminérgica,
glutaminérgica y GABA-érgica, ya que esta tiene la capacidad de sintetizar y metabolizar
neurotransmisores o producir sustancias neuroactivas por si mismas (Tabla 1). Estos
neurotransmisores producidos a nivel intestinal tienen influencia a nivel cerebral
indirectamente mediante su actividad a nivel del ENS. Bajo el entendimiento de estos
conceptos, se ha propuesto que algunas bacterias benéficas y prebidticos como ocurre con
las fibras solubles compuestas por galactooligosacaridos (GOS por sus siglas al inglés) y
fructooligosacaridos (FOS por sus siglas al inglés) pueden generar una regulacion de las
funciones cerebrales y asi mismo tener beneficio terapéutico sobre algunas enfermedades
neuropsiquiatricas y neurodegenerativas, por estos motivos, han recibido la denominacion de

psicobioticos. (Dinan & Cryan, 2017; Lyte, 2011; Socata et al., 2021)

44



(€202 IV 12 Z0znoYLIdg) P 134D D DPDAL) "DADIUDI]Y DA12442,] SOJID) UDNL P DIIOJNY ‘U0 UdPUIOLG

10D DPDAL) "UOSUINIDJ dP POPIMIDJUTT D] dP 0]]0LIDSIP ]2 A DI01GOIIIW D] 24U UOIID]IY °/ UOIIDAISH]]

'd R s ~
"UDIOBLUB|JUIOINAN o "BLIOJBWE[JUI UQID03104dOINaN e
‘SY40S ap SIS2UISOIq B| U 0JUBWI0A(Q e ‘SN [9p Oj|01ese(q
‘UAs-D ‘sisauabolbuy e
ap olsodap A uoloe|ql B| U OJUSWBIOU| “IB|N|9D UOIDBIOUDIDN( »
saplojiwe seurdjold ap uQIdoNpPold e ‘|eunsajul pepijow e
‘BOIWIRISIS A |BOO| UOIOBWEYU| » ‘elouel9jOIoUNWIU|
‘|leunsajul pepljigeawsad | ua OJusWaIoul e ‘eolfgjounwiu] UQIOBINPEIA e
e J . /,

B21301GSIp B10IGOJOIN eues B10IqOoIdIN

45



>

© Gy bl ) b
A D i :l @ (\_.//_Ej“:,! o ‘.:’
) o' 3 }

Composiciéndela %\ TTTTTtoTToooomommoooeg -
( micrebiota )‘ " ( f Permeabhilidad de la BEB )- -
4

Lactobacillus )
Bifidobacterias ) @

Enter
Streptococcus

( Fenotipificacién )

R Fenotipo B
*\_ antineuroinflamatorio

C Maduragion  )-------e-eoooee- s

Triptofano) .-+ @ :
L

R (Produccién de acido quinolénico)
( Dishiosis )

y agonistas del N-metil-aspartato

Tlustracion 8. Papel de la microbiota en la regulacion del eje microbiota-intestino-cerebro. La disbiosis reduce las proteinas de union
estrecha, incrementando drasticamente la permeabilidad de la barrera hematoencefilica y permitiendo el paso de metabolitos toxicos.
Esto altera la sintesis de neurotransmisores como la dopamina (A, B) y, al igual que los antibidticos, reduce los neuromoduladores
promoviendo la neurogliosis (C). Dicho desbalance fomenta un fenotipo neuroglial proinflamatorio y excitotoxico impulsado por toxinas
e intermediarios del triptofano (E, G). Por el contrario, los dcidos grasos de cadena corta (AGCC) y especies benéficas como Clostridium
spp. ejercen un rol inmunomodulador y neuroprotector (D, F), ya que restauran la integridad de las barreras y promueven la maduracion
glial hacia un perfil antineuroinflamatorio que mitiga la degeneracion neuronal Creado con Biorender.com, autoria de Juan Carlos

Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Rutsch et al., 2020)

Tabla 1. Diversidad de moléculas neuroactivas y neurotransmisores aislados a partir de

varias especies microbianas. Autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de

(Dinan & Cryan, 2017, Lyte, 2011).

Microorganismos Sustancias neuroactivas y Referencias

componentes de la microbiota  neurotransmisores producidos

Candida spp. SOOI (Dinan & Cryan,

2017; Lyte, 2011)

46



Escherichia coli Serotonina, norepinefrina, )
(Dinan & Cryan,

drenali
noradrenalina 2017; Lyte, 2011)
Enterococcus spp. Serotonina, noradrenalina ¥ &
2017; Lyte, 2011)
Streptococcus spp. Serotonina, noradrenalina (Dinan & Cryan,
2017; Lyte, 2011)
Bifidobacterium spp. GABA (Dinan & Cryan,
2017, Lyte, 2011)
Lactobacillus spp. GABA, acetilcolina (Dinan & Cryan,
2017)

Bacillus spp. Dopamina, noradrenalina I
2017, Lyte, 2011)

Serratia spp. Dopamina (Lyte, 2011)

Saccharomyces spp. Norepinefrina

(Dinan & Cryan,
2017; Lyte, 2011)

Algunos resultados de protocolizaciones sugieren que los metabolitos derivados de la
digestion del triptofano por medio de las bacterias componentes de la microbiota a nivel
intestinal activan la via de sefalizacion mediada por el receptor de aril hidrocarbonado (AhR
por sus siglas en inglés) a nivel de los astrocitos y la microglia induciendo la activacion de
mecanismos de proteccion inmunitaria en el hospedador que son relevantes en la supresion
de la inflamacion a nivel de CNS, sobre todo, la regulacion en los niveles de interleucina 10
(IL-10), tanto en modelos animales y con capacidad extrapolable al ser humano. (Rutsch et

al., 2020)
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Modelos experimentales

Modelos murinos en los que se emplean ratones libres de bacterias o libres de uno o
mas patogenos en especifico han permitido definir la importancia de la microbiota en el
contexto de la salud humana y animal, y asi mismo, ha permitido observar que la alteracion
de este componente favorece una respuesta exagerada a nivel del eje hipotalamo- hipofisis-
adrenal alterando la respuesta al estrés, desarrollo y comportamiento social y un incremento
de la actividad motora. Algunos modelos murinos, en los que se lleva a cabo la administracion
de antibidticos para modificar la microbiota han demostrado una disminucion de la proteinas
de union ocludina y claudina-5, favoreciendo el incremento de la permeabilidad a nivel de la
barrera hematoencefalica, asi mismo, se asocia a fenotipos relacionados a alteraciones en la
expresion de genes. Se ha observado que dentro de sus metabolitos se encuentran factores
modificadores de las diferentes vias de control motoras entre los que se destaca a la
adrenalina, dopamina, 5-hidroxitriptofano, proteina densidad postsinaptica 95 'y
sinaptofisina. De esta manera, se ha evidenciado que estos microrganismos constitutivos de
la microbiota contribuyen de manera directa en la comunicacién de intestino y cerebro,
fenomeno que se ha dilucidado al identificar que especies como Lactobacillus,
Bifidobacteria, Enterococcus y Streptococcus tienen la capacidad de sintesis de
neurotransmisores que pueden influir directa o indirectamente en la fisiologia de las células
cerebrales. Otro hallazgo resaltable de esta relacion metabolica consiste que
aproximadamente la concentracion de serotonina producida por la microbiota se corresponde
al 90% de toda la serotonina sintetizada en un organismo, y que de igual forma, al interactuar
la microglia con estas moléculas de neurosefializacién, se observa una actividad
antineuroinflamatoria a través de la liberacion de exosomas acarreadores de citocinas,
reflejando que una alteracion en la constitucion de esta microbiota tiene un papel fundamental
en el desarrollo de neuroinflamacion, fendmeno que en afios anteriores, era evidentemente
ignorado. Se ha demostrado que la microbiota se encuentra directamente involucrada en el
metabolismo del triptéfano, y que, cuando existe un proceso de disbiosis, el triptofano libre
es captado por las células de la microglia, induciendo asi la produccion de neurotoxinas

secundarias de su metabolismo, tales como &cido quinolinico y agonistas del N-metil-
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aspartato, los cuales estan ampliamente implicados en diferentes desordenes neurologicos

como ocurre en el Corea de Huntington y la depresion. (Rutsch et al., 2020)

Disbiosis y PD

La disbiosis intestinal es definida como un desbalance a nivel de la flora intestinal en
relacion con el sobrecrecimiento de microorganismos patdogenos en comparacion con las
concentraciones habituales de bacterias comensales benéficas a nivel intestinal. (Varesi et al.,

2022)

La literatura refiere que una composicion saludable de la microbiota intestinal
garantiza la integridad no solo de las barrera inmunologica intestinal, sino que también se
asocia a una integridad de la BBB, esto mediante la regulacion en la expresion de proteinas
de composicion de esta barrera tal como ocurre con la claudina-5 y la ocludina, a través de
la produccion de SCFAs empleando estas moléculas lipidicas como sefiales de modulacion
para el neurodesarrollo y sinaptogénesis. Estas moléculas comprenden un papel
antiinflamatorio y la evidencia resalta que las bacterias productoras de SCFAs en la PD se

encuentran a bajas concentraciones. (Aho et al., 2021; Chen et al., 2022; Varesi et al., 2022)

La barrera intestinal estd compuesta de una monocapa de células epiteliales que separa la
microbiota intestinal presente en el lumen, del medio interno tisular. Bajo condiciones de
homeostasis las estrictas conexiones intercelulares por medio de desmosomas, uniones
estrechas y uniones adherentes regulan el paso selectivo de nutrientes, agua y electrolitos y
previenen la translocacion de toxinas bacterianas, microorganismos y otras moléculas
potencialmente daiiinas. (Choi et al., 2018; Pan-Montojo et al., 2012; Qin et al., 2007; Rutsch
et al., 2020; Varesi et al., 2022)

Se ha demostrado evidencia que decrementos en los niveles de proteinas relacionadas
a la formacion de las uniones estrechas a nivel del colon, tales como la ocludina y la ZO-1
potencian la inflamacién intestinal por medio de la activacion del inflamosoma regulado por
caspasa-1, activando asi la via de sefializacion dirigida a la sintesis de IL-1b y TNF-a, proceso
relacionado con la PD. De igual manera se han observado altas concentraciones de

marcadores de fuga intestinal, entre los que destacan la zonulina y la al- anti-tripsina, asi
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mismo, se han encontrado altas concentraciones de marcadores inflamatorios coléonicos como
calprotectina y lactoferrina en muestras fecales de pacientes que cursan con la PD. (Choi
et al., 2018; Pan-Montojo et al., 2012; Qin et al., 2007; Rutsch et al., 2020; Varesi et al.,
2022)

La microbiota intestinal y el metabolismo del hospedador estan estrictamente
interconectados. Bajo este precepto, cuando existe disbiosis, también existe una alteracion
en el metabolismo energético, de lipidos, y aminoacidos. En estudios experimentales se ha
demostrado una disminucion en la biosintesis de aminoacidos de cadena aromatica y
ramificada, fermentacion de carbohidratos y sintesis de butirato acompafiado de una
regulacion al alta en la sintesis de LPS, biosintesis del sistema de secrecion tipo III
bacteriano, fermentacion proteolitica y un aumento exagerado en la liberacion de promotores
inflamatorios. Esto se correlaciona directamente con incrementos en la concentracion
plasmatica de acido indol-3-propionico, acido hipurico, asi como acidos desoxicolico y
glicodesoxicolico. Otras moléculas toxicas producidas por la microbiota como resultado de
la disbiosis y asociadas a neurodegeneracion son los esfingolipidos, trimetilamina-N-oxido
(TMAO por sus siglas en ingles) y los &cidos grasos de cadena ramificada como el succinato,
los cuales estan ligados a severidad de la PD. La TMAO es un producto de la amino oxidasa
que se ha implicado a estrés oxidativo, disrupcion de la BBB, disfuncion mitocondrial,
envejecimiento cerebral y neurodegeneracion. Los niveles incrementados de TMAO en
plasma estan acompanados por un decremento en la produccion de SCFAs requeridos para la
propia funcion del ENS. Se ha demostrado que los niveles bajos de acetato, butirato y
propionato en muestras fecales de pacientes con PD estan ligados a una peor evolucion de

los sintomas neuromotores (Figura 6). (Varesi et al., 2022)

El sobrecrecimiento bacteriano del intestino delgado (SIBO por sus siglas en inglés)
comprende una condicion caracterizada por incrementos en la concentracion bacteriana
aproximada de 10° unidades formadoras de colonias (CFU por sus siglas al inglés) /ml y/o la
presencia de bacterias de tipo coldnico en el intestino delgado. La presencia de SIBO en
pacientes con PD se reporta hasta en un 54% y se asocia de manera directa con el desarrollo

de complicaciones motoras y variabilidad en la respuesta motora, debido a que puede influir
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en el metabolismo de la L-dopa en relacion con la presencia de bacterias que expresan el gen
tdc o alternativamente incrementan la permeabilidad e inflamacion del intestino delgado.
Bajo estos conceptos, se reconoce que la SIBO tiene la capacidad de disminuir la
biodisponibilidad de la L-dopa y con ello, favorecer la severidad de los sintomas motores en

la PD. (Menozzi & Schapira, 2024)

Cuando existe una disrupcion de la barrera intestinal, las endobacterias gran negativas
y sus endotoxinas, especialmente el LPS, pueden pasar a torrente sanguineo, una condicién
conocida como endotoxemia metabolica. Los incrementos en estos niveles de LPS en la
circulacion son reconocidos como gatillos para la activacion de los mecanismos de
inflamacion sistémica y destruccion de la BBB, lo que permite que dichas endotoxinas
inflamatorias puedan tener una via de acceso al parénquima cerebral. De la misma manera,
el LPS es reconocido por interactuar con la a-syn y promover su nucleacion, lo cual da cabida
a que se inicie la cascada de eventos moleculares asociados a la formacion de agregados

proteicos. (Varesi et al., 2022)

Interacciones fisiologicas entre el eje microbioma-intestino-cerebro

Hasta la fecha se ha sefialado que el cerebro comprende un oOrgano
inmunolégicamente privilegiado por el hecho de contar con un sistema de barreras que
impide el paso de sustancias desde la periferia hacia este mismo, denominada barrera
hematoencefalica, la cual se encuentra constituida por células endoteliales, prolongaciones
de neuroglia que dan sostén al sistema de barrera y células inmunoldgicas que actiian como
sistemas de identificacion frente a sustancias y patdogenos. Sin embargo, en base a datos de
investigaciones recientes, se ha identificado que la barrera hematoencefalica no es netamente
selectiva, y permite el paso de metabolitos bacterianos y células inflamatorias desde cualquier
terreno que involucre al sistema inmunologico, permitiendo observar que este paso de
sustancias se ha involucrado con el desarrollo de diferentes procesos neuropatologicos.

(Rutsch et al., 2020)

Las células enteroenddcrinas tienen una sinapsis directa hacia las aferencias vagales

y su correspondiente nucleo, asi como rutas sindpticas hacia la sustancia nigra y al estriatum.
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Los diferentes componentes de estas vias neuronales pueden actuar como sitios distales de
regulacion cerebral, modulando la permeabilidad de barrera hematointestinal y
hematoencefalica, neurogénesis y comportamiento del huésped, esto mediado a partir de
SCFAs y su union a receptores ligados a proteina G (GPR por sus siglas al inglés), sobre
todo, GPR41, el cual se encuentra en altas concentraciones en estos distintos ejes. (Hirayama

& Ohno, 2021)

Se ha descrito en la literatura que las rutas de comunicacion clave entre la microbiota
entérica y el cerebro comprenden al nervio vago, metabolitos del triptofano y metabolitos
microbianos tales como SCFAs o peptidoglicanos. La microbiota intestinal puede afectar la
funcién cerebral mediante la modulacion serotoninérgica, noradrenérgica, dopaminérgica,
glutaminérgica y GABA-érgica, ya que esta tiene la capacidad de sintetizar y metabolizar
neurotransmisores o producir sustancias neuroactivas por si mismas (Tabla ARV3.1). Estos
neurotransmisores producidos a nivel intestinal tienen influencia a nivel cerebral
indirectamente mediante su actividad a nivel del ENS. Bajo el entendimiento de estos
conceptos, se ha propuesto que algunas bacterias benéficas y prebidticos como ocurre con
las fibras solubles compuestas por galactooligosacaridos (GOS por sus siglas al inglés) y
fructooligosacaridos (FOS por sus siglas al inglés) pueden generar una regulacion de las
funciones cerebrales y asi mismo tener beneficio terapéutico sobre algunas enfermedades
neuropsiquiatricas y neurodegenerativas, por estos motivos, han recibido la denominacion de

psicobioticos. (Dinan & Cryan, 2017; Lyte, 2011; Socata et al., 2021)

Implicacion de la microbiota en la fisiopatologia de 1a PD (Ilustracion 12)

El eje microbiota-intestino-cerebro ha cobrado una alta relevancia en los estudios
experimentales mdas recientes relacionados al descubrimiento de los determinantes
fisiopatologicos de la PD, debido a que, el intestino sirve como via de comunicacion entre el

medio ambiente y el cerebro. (X. Zhang et al., 2023)

Hasta el momento se ha reconocido que los pacientes que cursan con la PD
desarrollan sintomas gastrointestinales hasta en un 80% de la poblacion enferma, siendo el

mas importante la constipacion, y que, de manera directa, refleja un incremento en el riesgo
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de desarrollar la enfermedad, con relacion a aquellos que nos presentan dicho sintoma. Asi
mismo, se ha observado que los pacientes que presentan este sintoma tienen un peor

pronostico de la enfermedad. (X. Zhang et al., 2023)

Hoy en dia se sabe que la PD no solo afecta al CNS, sino que también ocurren cambios
patologicos a nivel del ENS, reconociéndose que estos ocurren mucho antes de que se
presenten las modificaciones a nivel del CNS. Se ha descrito en modelos murinos la presencia
de dafio neuronal y glial a nivel del ENS, asi mismo, se ha observado degeneracion atrofica
de las neuronas en el plexo mientérico y submucoso, con evidencia de depositos de a-syn en
pacientes que cursan con PD en etapas tempranas. Se ha descrito en diferentes modelos
experimentales que inclusive, el ENS muestra mucho mayor sensibilidad a la A30P a-syn que

el propio CNS (X. Zhang et al., 2023).

En el contexto de una relacion positiva entre la microbiota y el desarrollo de la PD,
se ha identificado a través de diferentes estudios experimentales que estos pacientes muestran
una deplecion marcada de los SCFAs, principalmente de butirato, producidos por las
bacterias de la microbiota, mostrando una deplecion bacteriana especifica de la familia
Lachnospiraceae y Faecalibacterium prausnitzii, las cuales juegan un papel importante en
propiedades antinflamatorias de la microbiota en estos pacientes. Se ha descrito también que
estos grupos bacterianos estan implicados en el decremento de la dopamina como metabolito,
favoreciendo una peor calidad de vida y signos de depresion (Ilustracion 9). (Bai et al., 2024;

Bonnechere et al., 2022; Rutsch et al., 2020; Weis et al., 2021)

Los diferentes procesos de investigacion en torno al tema de la microbiota ha
demostrado que la sintesis de acidos grasos de cadena corta (SCFAs, por sus siglas en inglés),
mediada por la microbiota, favorece un estado de salud positivo a nivel intestinal,
promoviendo la integridad de la barrera mucosa intestinal, la adecuada produccion de mucus
y dando soporte a la tolerancia inmunologica aun frente un estado proinflamatorio. Se ha
descrito de igual manera, que a nivel cerebral, los SCFAs tiene la capacidad de actuar como
restauradores de la barrera hematoencefélica, modulacion de neurotransmisores y factores
neurotroficos, y tienen capacidad de actuar como moléculas de sefalizacion celular como

ocurre con el propionato y butirato, modificando asi los niveles de potasio intracelular y

53



regulando la expresion en los niveles de la triptofano-5-hidroxilasa-1 involucrada en la
sintesis de serotonina, y de la tirosina hidroxilasa, involucrada en la biosintesis de dopamina,

adrenalina y noradrenalina. (Rutsch et al., 2020)

Se ha caracterizado en pacientes que cursan con la PD la existencia de
sobrecrecimiento de los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus, Akkermansia y otros
patoégenos oportunistas como Porphyromonas 'y Corynebacterium, asociandose de manera
directa a un decremento en las concentraciones de bacterias productoras de SCFAs como
Provotellaceae, Lachnospiraceae y Faecalibacterium. Existe evidencia en que este tltimo
se asocia al adecuado mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal a través de la
produccion de los SCFAs, principalmente butirato y la secrecion de mediadores
antiinflamatorios. Otras taxonomias productoras de SCFAs como Blautia, Roseburia,
Caprococcus 'y Prevotella presentan de igual manera actividades inmunomoduladoras que se
encuentran reducidas en los pacientes que cursan con PD comparado con controles

(Ilustracion 9) (Bai et al., 2024; Consonni et al., 2022; Heravi et al., 2023; Varesi et al., 2022)

La relevancia de los SCFAs recae en su capacidad de actuar como molécula de
sefalizacion a partir de receptores ligados a proteina G, que transduce senales de activacion
de la via antiinflamatoria, favoreciendo la sintesis de citocinas antiinflamatorias y a su vez,
inhibe la desacetilacion de histonas. De igual modo, se ha observado que estas moléculas
juegan un papel importante en el incremento y activacion de linfocitos T reguladores.

(Hirayama & Ohno, 2021)

La Akkermansia muciniphila posee el efecto benéfico de producir SCFAs a partir del
metabolismo de la mucina, sin embargo, cuando se encuentra en altas concentraciones este
efecto se vuelve patdégeno y genera cambios en la permeabilidad de la barrera intestinal y
potencia la inflamacion regional con su correspondiente translocacion hacia el SNC, asi
mismo acelera la progresion en los depoésitos de la a-syn y su consiguiente agregacion a nivel

de las células enteroenddcrinas. (Varesi et al., 2022)

Se ha observado a partir de dos grandes estudios de microbiota relacionada con la PD,

que una deficiencia en la suplementacion de fibra dietética favorece que la Akkermansia
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muciniphila degrade la capa de moco intestinal e incrementa la permeabilidad intestinal.

(Hirayama & Ohno, 2021; Varesi et al., 2022)

Efectos relacionados de la
disbiosis con la PD

T Inflamacién i Mucus i6 T Duracién | | Inmur i

Autoinmunidad
. ; . I X v )
S ' B

Parabacteroides Akkermansia Copracoccus Bilophila y Methanobrevibacter Eggerthelia Adlercreutzia
Collinselia

Hlustracion 9. Cambios microbiologicos ocurridos en la disbiosis relacionada a la PD y sus efectos sobre la fisiopatologia de la

enfermedad. Creado con Biorender.com, autoria de: Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (F. Zhang et al., 2020).

Las bacterias intestinales producen SCFAs, asi como vitamina B2, B6, B12 y K, 4cido
folico, acido pantoténico, biotina, serotonina y poliaminas. En modelos experimentales
relacionados a la PD se ha asociado un decremento en la concentracion de SCFAs y
poliaminas séricas. Los estudios basados en KOSEA revelan que el metabolismo del
butonoato y propionato se encuentran modificados en pacientes con PD, esto muestra una
correlacion directa con la disminucidon en la concentracion de bacterias productoras de
SCFAs y que manera inversa, dentro del metaboloma de los pacientes con PD se observa
incremento en la degradacion de valina, leucina, isoleucina y lisina. Cuando existe una
deficiencia en la concentracion de fibra fermentable, los microorganismos cambian su
consumo hacia recursos energéticamente menos favorables como ocurre con los aminoacidos
provenientes de la dieta y metabolismo enddgeno de las proteinas. La fermentacion de
proteinas contribuye a la formacion de un pool de SCFAs de cadenas ramificadas como el
isobutirato, 2-metilbutirato e isovalerato, que se originan exclusivamente de aminoacidos de

cadena ramificada. (Hirayama & Ohno, 2021)
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Dentro del estudio de microbiota en pacientes con PD se ha descrito que existe un
incremento en la actividad de las vias metabolicas relacionadas a la degradacion de acidos
nucleicos y metabolismo de los aminoécidos, un incremento en la via metabdlica de la fucosa,
la cual tiene como objetivo generar glucanos ligados a nitrégeno, ttiles para la sintesis de

proteinas de la mucina. (Hirayama & Ohno, 2021)

Se ha observado que la reduccién en la concentracion de Ruminoccocus se asocia de
manera directa con alteraciones neurocognitivas y puntajes elevados en el Mini Mental State
Examination (MMSE por sus siglas en ingles), asi como a inestabilidad postural y este mismo
fenotipo de la PD se ha asociado también a aumentos en la concentracion de
Lactobacillaceae, Christensenellaceae, Enterobacteriaceae (E. coli/Shigella spp.), siendo
estos ultimos en conjunto con la Serratia mayormente incidente en fenotipos no motores de

rapida progresion en pacientes que cursan con la PD. (Varesi et al., 2022)

Bajo estos conceptos, se ha determinado que tanto la degradacion de la mucina,
incremento de la permeabilidad intestinal y la induccion de agregacion de a-syn por parte del
incremento en los LPS y su fendmeno similar a inclusion y translocacion pridnica a través de
las células entero endodcrinas a través del nucleo dorsal del vago hasta la SN y el estriatum,
favorecen el desarrollo de la perdida neuronal dopaminérgica y reduccion de la concentracion
de dopamina a nivel del estriatum, exacerbando la sintomatologia motora de la PD

(Ilustracion 10). (Hirayama & Ohno, 2021)

Estudios clinicos recientes indican que los microbios intestinales estan asociados a la
manifestacion de diversos fenotipos de PD, asi mismo, se ha observado cambios en el tiempo
de instauracion, duracion de la enfermedad, estadio de la enfermedad y sintomas clinicos,
tanto motores como no motores (Ilustracion 11) (Mou et al., 2022; Wallen et al., 2022; Zhang

etal., 2023).
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1lustracion 10. Procesos fisiopatologicos relacionados a la disbiosis y su relacion con el desarrollo de la Enfermedad de Parkinson. La

presente ilustracion ejemplifica la relacion en como los cambios composicionales de la microbiota intestinal juegan un papel fundamental
en el desarrollo de la PD desde etapas prodrémicas. Entre los cambios mas significativos se encuentra la disrupcion de las barreras de
proteccion secundarios a la degradacion de mucina por parte de la bacteria Akkermansia muciniphila, la cual a su vez se asocia con una
alteracion en la sintesis y concentracion de SCFAs. Se ha observado un incremento directamente proporcional de Dopa descarboxilasa
secundario al incremento de Enterococcus en estos procesos de disbiosis, que, en conjunto con el incremento del LPS a nivel intestinal y
sérico favorecen la activacion de la via del inflamosoma NLRP3, generando un incremento significativo en la sintesis de citocinas
proinflamatorias, secundario a la migracion de metabolitos microbianos toxicos, capaces de inducir una respuesta neuroinflamatoria a
nivel de las células de la neuroglia, desencadenando incremento en los depdsitos de a-syn, fibrilacion y formacion de Cuerpos de Lewy a
partir de la misma, neuroinflamacion, excitotoxicidad y neurodegeneracion a nivel dopaminérgico. Creada con BioRender.com, autoria de

Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Berthouzoz et al., 2023)

Se ha observado una relacion directa entre la presencia de H. pylori y el desarrollo de
sintomatologia motora en pacientes con PD. Esto probablemente se explique por una
reduccién en la acidez gastrica secundario a la hipoclorhidria generada por esta bacteria al
afectar las células parietales del estomago y favorecer asi el desarrollo de la SIBO, asi mismo,
se ha observado una relacion directa con el decremento de la L-dopa al unir dicha molécula
directamente a su membrana externa, reduciendo asi su biodisponibilidad. (Menozzi &

Schapira, 2024)
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Con relacion a la PD, la disbiosis intestinal, los sintomas gastrointestinales y las
alteraciones intestinales, aparecen de forma temprana con relacion a la sintomatologia motora
de la enfermedad y esta ligada directamente a neuroinflamacion, asi como alteraciones en la
concentracion de dopamina, serotonina y el metabolismo de la kinurenina a través del eje

intestino cerebro. (Varesi et al., 2022)

Se ha demostrado en muestras fecales de pacientes que cursan con la PD un aumento
en las concentraciones de patdogenos oportunistas y taxonomias proinflamatorias que
favorecen la aparicion de la disfuncién motora y estan ligadas directamente a incrementos en
la concentracion de moléculas proinflamatorias y una disminuciéon directa en la
concentracion de moléculas antiinflamatorias y taxonomias productoras de estas (Varesi

et al., 2022).

Estado de disbiosis
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Hlustracion 11. Cambios en el microbioma intestinal y su interrelacion con la presencia de manifestaciones clinicas de la Enfermedad

de Parkinson. Creado con BioRender.com, autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (X. Zhang et al., 2023).

Se ha demostrado que la familia de los Clostridium spp. como componentes de la
microbiota a nivel de la mucosa intestinal son importantes microorganismos que ayudan a la
regulacion inmunolodgica y favorecen la homeostasis de la barrera mucosa, asi mismo, se ha
evidenciado que sus metabolitos tienen actividades antinflamatorias y que, a su vez, tienen
la capacidad de inducir una elevacion en los niveles de ocludina y claudina-5, favoreciendo
a su vez, el restablecimiento de la barrera hematoencefélica. La literatura hace énfasis en que
esta familia de bacterias tiene la capacidad de contribuir en la supresion de los procesos de

autoinmunidad identificables en diferentes enfermedades que afectan al CNS, siendo estas
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las mas representativas en el modelo de disbiosis y autoinmunidad ligada a la Esclerosis

Multiple. (Rutsch et al., 2020)
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mutans, Kingella oralis Verucomicrobiaceae, Christensenellaceae

lustracion 12. Composicion microbiologica de la microbiota en sujetos con Enfermedad de Parkinson. Creado con Biorender.com,
autoria: Juan Carlos Ferreira Alcantara (Berthouzoz et al., 2023)

Se ha descrito en la literatura, que existe una relacion directa entre una desregulacion
en el proceso de maduracion y respuesta inmunologica a nivel microglial y un estado de
disbiosis, secundaria a una disrupcion del proceso de sefalizacion celular mediado por estos

microorganismos. (Rutsch et al., 2020)

Algunos resultados de protocolizaciones sugieren que los metabolitos derivados de la
digestion del triptéfano por medio de las bacterias componentes de la microbiota a nivel
intestinal activan la via de sefializacion mediada por el receptor de aril hidrocarbonado (AhR
por sus siglas en inglés) a nivel de los astrocitos y la microglia induciendo la activacion de
mecanismos de proteccion inmunitaria en el hospedador que son relevantes en la supresion

de la inflamacion a nivel de CNS, sobre todo, la regulacion en los niveles de interleucina 10
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(IL-10), tanto en modelos animales y con capacidad extrapolable al ser humano. (Rutsch

et al., 2020)

Se ha observado que en pacientes que cursan con PD, existe un incremento en los
niveles de marcadores gliales como la proteina acidoéfila fibrilar glial (GFAP por sus siglas al
inglés) y Sox-10, los cuales se asocian directamente con un incremento de las citocinas

proinflamatorias a nivel gastrointestinal (X. Zhang et al., 2023).

Activacion del inflamosoma NLRP3 mediada por la microbiota intestinal

Los mecanismos relacionados entre la microbiota intestinal y la PD no han sido
completamente dilucidados, y se ha observado que involucran varias vias que indirectamente
favorecen la neurodegeneracion dopaminérgica y con ello, las correspondientes disfunciones
anivel de CNS, la mayoria de ellas, centradas en la activacion y desregulacion de los procesos

neuroinflamatorios (Ilustracion 12, 13 y 14) (Wallen et al., 2022; Zhang et al., 2023)
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Hlustracion 13. Figura 1: Interrelacion entre la microbiota intestinal y el desarrollo de la PD. Apartado A: Proceso de formacion de
cuerpos de Lewy. Apartado B: Modificaciones biomoleculares presentes en muestras fecales de sujetos con PD. Apartado C: Relacion
entre disbiosis y desarrollo de la PD. Creado con BioRender.com, autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (X.

Zhang et al., 2023).
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Tlustracion 14. Repr tacion esq dtica de estudio tipo MWAS realizado por Wallen-ZD y cols. (2022) para determinar las

relaciones metagenomicas exi. en pacientes con PD. El andlisis del microbioma fecal en una cohorte de 724 sujetos identifico tres

agrupaciones bacterianas clave asociadas a la patogenia de la enfermedad. El cluster azul exhibe un incremento de especies que inducen
directamente la liberacion de mediadores proinflamatorios intestinales. Por su parte, el clister rojo evidencia una reduccion drastica de
bacterias productoras de AGCC, desencadenando estados inflamatorios, fuga intestinal y disrupcion de la barrera hematoencefilica.
Finalmente, el cluster verde resalta el aumento de patogenos oportunistas que elevan las concentraciones de LPS'y citocinas, perpetuando
la neuroinflamacion severa tanto en el sistema nervioso entérico como en el central. Elaborado con BioRender.com, autoria de Juan Carlos
Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Wallen et al., 2022).

Se ha demostrado que decrementos en los niveles de proteinas relacionadas a la
formacion de las uniones estrechas a nivel del colon, tales como la ocludina y la ZO-1
potencian la inflamacion intestinal por medio de la activacion del inflamosoma regulado por
caspasa-1, activando asi la via de sefializacion dirigida a la sintesis de IL-1b y TNF-a, proceso
relacionado con la PD. De igual manera se han observado altas concentraciones de
marcadores de fuga intestinal, entre los que destacan la zonulina y la al- anti-tripsina, asi
mismo, se han encontrado altas concentraciones de marcadores inflamatorios colonicos como

calprotectina y lactoferrina en muestras fecales de pacientes que cursan con la PD. (Choi et

al., 2018; Pan-Montojo et al., 2012; Qin et al., 2007; Rutsch et al., 2020; Varesi et al., 2022)
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Hlustracion 15. Interrelacion del microbioma y las rutas fisiopatolégicas implicadas en el desarrollo de la PD. EI cluster bacteriano

proinflamatorio activa la liberacion de citocinas (como IL-1f, IL-18 y TNF-a) mediante la estimulacion de los receptores TLR4 y TLR por
endotoxinas como el LPS y LTA. Simultaneamente, la deplecion del clister antiinflamatorio disminuye los AGCC, provocando fuga
intestinal e impidiendo la reparacion de la barrera hematoencefalica, lo que permite la infiltracion masiva de neurotoxinas al sistema
nervioso central. A la par, el cluster oportunista exacerba esta inflamacion y secreta proteinas (como la proteina curli de E. coli) que
inducen directamente la agregacion de -sinucleina en Cuerpos de Lewy. La convergencia destructiva de estas tres vias perpetiia un estado
cronico de neuroinflamacion que destruye las conexiones sindpticas y culmina en la muerte irreversible de las neuronas dopaminérgicas.
Creado con BioRender.com, autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Wallen et al., 2022).

Se ha denotado una relacion entre la activacion del inflamosoma y los metabolitos
generados a partir de la microbiota, de entre los que destacan la taurina, espermina e
histamina, y que favorece el balance entre el mutualismo de la microbiota del hospedero y el
grado de respuesta inflamatoria, demostrandose una vez mas, que la microbiota juega un
papel fundamental en el desarrollo de la inmunotolerancia y la autoinmunidad. Se ha
observado que el inflamosoma tiene la capacidad de censar 4cidos biliares producto del

metabolismo de la microbiota e inducir su activacion, favoreciendo asi la produccion de IL-

18 en los diferentes inflamosomas. (Rutsch et al., 2020)
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Los diferentes modelos experimentales han demostrado que el incremento en la
permeabilidad y la acumulacion de a-syn a nivel intestinal se correlaciona con niveles
sanguineos y cerebrales elevados de TLR2 y TLR4 y una reduccion en los niveles de proteina
de union a LPS en pacientes que cursan con PD. El incremento en la expresion de TLR4 se
ha relacionado con disbiosis, inflamacion intestinal, disrupcion de la barrera intestinal,
translocacion bacteriana, activacion microglial y neurodegeneracion, y asi mismo, se ha
demostrado que los pacientes que cursan con PD presentan una expresion elevada de TLR4

en biopsias de colon. (Socala et al., 2021)

El TLR2 es activado a partir de productos microbianos tales como LPS,
peptidoglucanos y amiloide bacteriano por medio de la via TLR2/MyD88/NF-kB. La
activacion de la via del TLR2 se asocia a un incremento en la concentracion de citocinas
proinflamatorias a nivel cerebral, incremento del reclutamiento microglial y amplificacion
de la neuroinflamacion y expresion de la a-syn. Al contrario, se han observado altas
concentraciones de TLR4 a nivel intestinal, y este actia reconociendo LPS de bacterias
Gramnegativas, asi como a quimicos enddgenos que actlan como inmunomoduladores y
reducen la concentracion de citocinas proinflamatorias. El TLR4 es crucial para la
clarificacion de la a-syn y se asocia a respuesta celular microglial (Ilustracion 15) (Kaur et

al., 2020; Zhang et al., 2023).
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Hlustracion 16. Mecanismos y vias de sefializacion de los receptores tipo TOLL 2 y 4, y sus implicaciones en los fenomenos de
neuroinflamacion y activacion microglial. La ilustracion a la izquierda muestra las vias de senalizacion reguladas por el TLR2 en el
proceso de activacion de la neuroglia y activacion del inflamosoma. A la izquierda, se muestra la activacion del TLR4 a partir de su union
a LPS y su implicacion en las vias de lesion neuronal. Creado con BioRender.com, Autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a

partir de (X. Zhang et al., 2023).
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En otros modelos experimentales, se ha observado que la suplementacion oral
repetida de Proteus mirabilis o su derivado de LPS a modelos murinos previamente tratados
con l-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP por sus siglas en inglés) o en ratones
jovenes, es suficiente para inducir un fenotipo de enfermedad PD-like (enfermedad similar a
PD), con la presencia de déficit motor, perdida de neuronas dopaminérgicas a nivel de la
sustancia nigra, inflamacién a nivel de cerebro e intestino, asi como disrupcion de la barrera
epitelial del intestino, secundario a la desregulacion de la sintesis de ocludina, favoreciendo
asi la formacidn de inclusiones de a-syn a nivel cerebral y de colon. (Choi et al., 2018; Rutsch

et al., 2020)

TMAO es un metabolito derivado del metabolismo microbiano de la L- carnitina y
colina. Se ha descrito que dicho metabolito comprende un disruptor de la BBB y a su vez,
altera la actividad del inflamosoma NLRP3, contribuyendo a los procesos neuroinflamatorios
que rodean a la PD. A su vez, se ha demostrado que estimula a la formacion de polimeros de
a-syn, induce estrés oxidativo, senescencia neuronal y defectos sinapticos. Se ha descrito una
asociacion directa entre TMAO y un deterioro de la funcidn motora y progresion de fenotipos

a PD-demencia (Ilustracion 17). (Le et al., n.d.; Zhang et al., 2023)
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hematoencefélica inflamosoma cuerpos de Lewy

NLRP3

Neuroinflamacion, dafio sindptico, muerte celular

Tlustracion 17. Via metabélica del TMAO y sus implicaciones en el desarrollo de la PD y otras enfermedades neurodegenerativas.

Creado con BioRender.com, autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Zhang et al., 2023)
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Panorama futuro de la terapéutica de la PD

Los avances terapéuticos relacionados al manejo de la PD se han redireccionado a las
terapias microbioldgicas, mediante el empleo de probiodticos, prebidticos y su sinergia a
forma de simbidticos. Asi mismo, se ha observado que el empleo de trasplante fecal es ttil
en pacientes con PD (Ilustracion 18). (Cheng et al., 2023; Jia et al., 2023; Zhang et al., 2023;
Zhu et al., 2022).
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Hlustracion 18. Terapias microbiologicas y sus mecanismos terapéuticos en la PD. El uso de probioticos, simbidticos y trasplante fecal
(A) ejerce un efecto neuroprotector al disminuir la neuroinflamacion, el estrés oxidativo y la muerte de células dopaminérgicas a nivel
cerebral (B). A nivel gastrointestinal, estas terapias restauran la integridad epitelial y la microbiota, frenando la fuga intestinal, la
migracion de citocinas y la agregacion local de -sinucleina (C). Esta restauracion del microambiente intestinal disminuye la activacion
neuroglial al inhibir potentes vias proinflamatorias mediadas por el TLR4, LPS y TNF- (D). En conjunto, estas intervenciones logran
retrasar la progresion y mejorar significativamente tanto los sintomas neuromotores como los gastrointestinales en los pacientes

afectadosCreado con BioRender.com, autoria de Juan Carlos Ferreira Alcantara. Creado a partir de (Varesi et al., 2022; Zhang et al.,

2023).
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Hipotesis

Hi: La suplementacioén de un medio rico en metabolitos derivados de la microbiota intestinal

en cultivos celulares de células RAW 264.7 mostrara diferencias en el grado de actividad del

inflamosoma NLRP3 relacionado a la Enfermedad de Parkinson.

Hi: La suplementacion de un medio rico en citocinas en cultivos celulares de neuroblastoma

de estirpe SK-N-SH mostrard diferencias en el grado de viabilidad celular asociado a

procesos de neurodegeneracion regulados por inflamosoma NLRP3 implicado en la

enfermedad de Parkinson (p <0.05).

Objetivos

Objetivo general:

Evaluar el efecto de metabolitos derivados de la microbiota intestinal sobre la
respuesta del inflamosoma NLRP3 en un modelo de neurodegeneracion celular

asociado a la Enfermedad de Parkinson.

Objetivos especificos:

1.

Evaluar el efecto citotoxico o citoprotector de metabolitos bacterianos derivados de
la microbiota intestinal sobre la viabilidad celular en un modelo de
neurodegeneracion asociado a la enfermedad de Parkinson en el contexto de la
sefializacion inflamatoria mediada por el Inflamosoma NLRP3 mediante ensayos
colorimétricos con MTS.

Evaluar la viabilidad celular de la linea de neuroblastoma humano SK-N-SH expuesta
a medios condicionados derivados de macrdéfagos RAW 264.7 estimulados con
metabolitos bacterianos y cotratamientos con acidos grasos de cadena corta.
Analizar posibles vias de sefalizacion reguladas por los metabolitos microbianos a
estudiar dirigidas a la regulacion de la actividad del Inflamosoma NLRP3 asociado a

la Enfermedad de Parkinson a través de modelos de acoplamiento molecular y
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sefalizacion metabolica a través de afinidad de union y perfiles de interaccion
ligando-receptor.

4. Identificar posibles mecanismos relacionados al transporte de metabolitos
microbianos implicados en la activacion del Inflamosoma NLRP3 en Enfermedad de
Parkinson a través de la barrera hematoencefalica por medio de modelos

bioinformaticos.

Materiales y Métodos o Metodologia

Disefio.
Para el desarrollo del presente trabajo se llevd a cabo un estudio experimental,

prospectivo, analitico, controlado en modelos celulares.

II1.1.1. Definicion del universo.

Para los procesos experimentales se llevd a cabo el cultivo, crecimiento y
mantenimiento de células de tanto de estirpe celular monocitico-macrofagicas RAW 264.7
como neuroblastoma humano SK-N-SH inmortalizado bajo condiciones estandarizadas de

cultivo celular

II1.1.2. Tamaiio de las muestras.

Con el objetivo de llevar a cabo un modelo experimental controlado en medios celulares, no
se llevo a cabo ningun tipo de muestreo. El desarrollo de las pruebas experimentales se
realizd por triplicado para obtener una mejor potencia estadistica de los resultados,
incrementar la fiabilidad del estudio y reducir error por variabilidad intra observador y por
muestra (Celentano & Szklo, 2020; Argimon Pallas & Jiménez, 2019; Villa Romero &
Moreno 2012).

II1.1.3. Definicion de las unidades de observacion.

Células de estirpe celular monocitico-macrofagicas RAW 264.7 bajo condiciones

estandarizadas de cultivo celular.
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Células SK-N-SH derivadas de estirpe celular de neuroblastoma inmortalizado bajo

condiciones estandarizadas de cultivo celular.

I11.1.4. Definicion del grupo control.

Durante los procesos experimental se emplearon células de estirpe celular monocitico-
macrofagicas RAW 264.7 bajo condiciones estandarizadas de cultivo celular inducidas
facultativamente con lipopolisacarido de P. Mirabilis a concentracion estandarizada de 100
ng y bajo incubacion a 37°C, atmosfera humeda al 95% y concentracion de CO; al 5%
durante 3 horas para llevar a cabo la activacion basal del inflamosoma NLRP3 asi como
Células SK-N-SH derivadas de estirpe celular de neuroblastoma inmortalizado bajo las

mismas condiciones de induccion de inflamosoma NLRP3.

II1.1.5. Criterios de inclusion.

Para el desarrollo del estudio se incluyeron todos aquellos cultivos celulares que

cumplieron con las siguientes caracteristicas:

1. Aquellos cultivos constituidos exclusivamente por células monocitico-macrofagicas

con estirpe RAW 264.7.

2. Agquellos cultivos constituidos exclusivamente por células de neuroblastoma

inmortalizado con estirpe SK-N-SH.

3. Condiciones estandarizadas del cultivo en base al inserto de conservacion de células

monocitico-macrofagicas RAW 264.7.

4. Condiciones estandarizadas del cultivo en base al inserto de conservacion y

preservacion de células SK-N-SH.

II1.1.6. Criterios de exclusion.

asi mismo se excluyeron del estudio todos aquellos cultivos celulares que:

1. No se encontraran estrictamente constituidos por células monocitico-macrofagicas

RAW 264.7.
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2. No se encontrardn estrictamente constituidos por células de neuroblastoma

inmortalizado con estirpe SK-N-SH.

3. Que no cumplieron con las condiciones estandarizadas en base al inserto de

conservacion de células monocitico-macrofagicas RAW 264.7.
4. Que no cumplieron con las condiciones estandarizadas en base al inserto de

conservacion de células SK-N-SH.

II1.1.7. Criterios de eliminacion.

A su vez, se eliminaron todos aquellos cultivos que:

1. No se encontraran estrictamente constituidos por células monocitico-macrofagicas

RAW 264.7 o se encontraran bajo estado de contaminacién microbiolodgica.

2. No se encontraran estrictamente constituidos por células de neuroblastoma
inmortalizado con estirpe SK-N-SH o se encontraran bajo estado de contaminacion

microbioldgica.

3. No cumplieron con las condiciones estandarizadas en base al inserto de conservacion

de células monocitico-macrofagicas RAW 264.7.

4. No cumplieron con las condiciones estandarizadas en base al inserto de conservacion

de células SK-N-SH.

I11.1.8. Definicion de variables y unidades de medida.

Nombre de la | Definicién Definicion Tipo de | Escala de | Unidad
variable conceptual operativa variable medida de
medida
Metabolitos | Sustancia Compuesto Cuantitativa | Continua | pg/ml
de la | metabolica- organico
mente  activa
producto  del
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microbiota

intestinal

metabolismo
microbiano,
que puede ser
usado por el
organismo
hospedador.
Pueden ser
productos
energéticos,
factores
troficos,
neuromodula-
dores,
neuroestimu-
ladores 0
sustancias

toxicas.

Macrotagos

RAW264.7

Célula
constitutiva del
sistema inmune
innato,
dirigidas a la
homeostasis
inflamatoria 'y
control de
infecciones. En
especifico, esta

estirpe celular

Células
sanguineas
que

pertenecen

a

una subpobla-

cion

leucocitos

de

denominado

sistema

fagocitos

de

Cuantitativa

Intervalo

Cél/ml
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es derivada de | mononuclea-

las células | res

monocitico-

macrofagicas
Células SK- | Linea celular | Células Cuantitativa | Intervalo Cél/ml
N-SH inmortalizada | neuronales

de neuroblas- | que

toma originada | pertenecen a

de la estirpe | la estirpe SK-

celular SK-N- | N-SH

SH, las cuales

muestras

actividad

dopaminér-

gica B-

hidroxilasa
Citocinas Moléculas de | Proteina que | Cuantitativa | Discreta Copias/m
proinflama- sefializacion regula el 1
torias. derivadas  de | sistema

células del | inmunitario y

sistema inmune | la

adaptativo, que | inflamacion.

coordinan la
respuesta
inflamatoria
promoviendo
la

comunicacion
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y  activacion

celular.
Lipopolisa- Componente Endotoxina Cuantitativa | Discreta ng/dl
caridos anfipatico componente

glucocon- de la

jugado con | membrana

dominio externa  de

lipidico unido a | bacterias

un centro de | Gram

oligosacaridos | negativas,

y un | activador del

polisacarido sistema

distal, inmunolo-

componentes | gico

de la

membrana

celular externa

de  bacterias

Gramnegativas
Acidos grasos | Aquellos Molécula Cuantitativa | continua mg/dl

de cadena

corta.

acidos  grasos
cuyas cadenas
se componen
de menos de 10
carbonos y que
son producto
de la

fermentacion

bioactiva que

se obtiene de

la
fermentacion
de la fibra

dietética en el
intestino

grueso  por
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de fibras por | actividad de
bacterias la microbiota.
componentes
de la
microbiota

intestinal.

I11.1.9. Seleccion de las fuentes, métodos, técnicas y recoleccion de la informacion.

111.1.9.1. Seleccion de las fuentes

Se llevd a cabo una revision sistemdtica y exhaustiva de las diferentes bibliografias
internacionales por medio de las plataformas digitales Pubmed, Elsevier, Ovid, y de
diferentes tomos de especialidad de amplio reconocimiento a nivel mundial. El manejo de la
informacion se llevo a cabo mediante el empleo del paquete de aplicaciones Microsoft Office,
para el desarrollo de una base de datos y la recoleccion de datos derivados de los
procesamientos de la actividad metabdlica y actividad neuroinmunoendocrina de los
diferentes cultivos celulares empleados durante el desarrollo del proyecto. El procesamiento
de la informacion estadistica se recuperd a partir de una base de datos elaborada en la
aplicacion Excel, la informacion estadistica recabada a partir de resultados en cultivos se
procesd a partir del paquete estadistico SPSS. Se llevé a cabo el andlisis de los datos
recabados para determinar si la muestra era de caracter paramétrica o no paramétrica
mediante instrumentos de determinacion de la normalidad de datos. Se llevo a cabo el célculo
de media, varianza y desviacion estindar con intervalo de confianza para variables
cuantitativas. El analisis comparativo se realizé mediante analisis de varianza de variables
multiples PERMANOVA para variables cuantitativas y se evalud la diferencia significativa
entre grupos a partir de analisis con pruebas Pos Hoc, empleando principalmente Tukey. La

presentacion estadistica final se llevo a cabo mediante cuadros y graficas.
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I11.1.9.2. Métodos y técnicas.

Etapa 1. Desarrollo de cultivos celulares.

El cultivo de células macrofagicas RAW 264.7 se llevdo a cabo mediante las
instrucciones del inserto del vendedor sembrandose en medio de cultivo DMEM, Glucosa,
w: 1 g/L, Glutamina estable w: 4 mM, w 3,7 g/L NaHCO3 suplementado con un 10% de
FBS. Para el subcultivo de las células se llevo a cabo la suspension de estas en un tubo de 15
mL y se lavo suavemente las células adherentes con PBS sin calcio ni magnesio. Se llevo a
cabo disgregacion celular por técnicas mecanicas mediante empleo de rastrillo celular,
mediante presion constante para asegurar la separacion de las células. Se llevo a cabo
resuspension celular en 3 mL de medio suplementado y se llevo a cabo la centrifugacion
celular a 300xg durante 5 a 7 minutos. Posterior a la centrifugacion se suspendid
cuidadosamente el sedimento celular posterior decantacion y se transfirio la resuspension
celular a matraces de cultivo celular de 25 cm? y 75 cm? que contenian medio fresco. El
fluido de suspension celular se sustituyd 2 a 3 veces por semana segin lo indicado en el
inserto de cultivo. Para la deteccion de esterilidad del cultivo se llevo a cabo ensayos basados
en visualizacion microscOpica para garantizar la ausencia de contaminacion bacteriana,
fingica o por levaduras, los cultivos celulares se sometieron a inspecciones visuales diarias

(Mac Sweeney et al., 2024).

El cultivo de células SK-N-SH se llevo a cabo mediante las instrucciones del inserto
del proveedor, sembrandose en medio de cultivo DMEM y F12 de Ham en una proporcion
50:50 complementado con 15% de FBS. El subcultivo se realizard mediante retiro de medio
con las células flotantes y se recuper6 las células por centrifugacion a 300xg por 5 a 7
minutos. Se enjuagaron las células adherentes con PBS sin calcio ni magnesio. Se afadi6
Tripsina/EDTA®, hasta que la ldmina celular se cubrié completamente. Se incubaron a 37°C
durante 10 a 20 minutos. Se sembraron las células adherentes y flotantes en matraces de
cultivo de 25 cm? y 75 cm? de manera separada para asilar células de fenotipo neuroblastico
(N) y epitelial (S), se adiciondé medio enriquecido hasta alcanzar un volumen de 10 mL. El

fluido de suspension celular se sustituyd 1 a 2 veces por semana segin lo indicado en el
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inserto de cultivo. Para la deteccion de esterilidad del cultivo se llevo a cabo ensayos basados
en visualizacion microscopica para garantizar la ausencia de contaminacion bacteriana,
fingica o por levaduras, los cultivos celulares se sometieron a inspecciones visuales diarias

(Holtkamp et al., 2019).

Etapa II. Formacion de medio rico en metabolitos bacterianos.

Se llevo a cabo una preparacion de Caspasa-1 basados en el inserto del vendedor, para
adicionar cuatro diferentes concentraciones a 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml y 500 pg/ml
(Sigma-Aldrich, USA) a las placas de cultivo celular de células macrofagicas RAW 264.7,
incubandose por 12 horas para establecer el grupo control con actividad constitutiva del
inflamosoma NLRP3. Se llevara a cabo la recuperacion del liquido de suspension celular y
se administrara a los cultivos de células inmortalizadas de neuroblastoma SK-N-SH para

cuantificar el grado de neurodegeneracion de estas células. (Qiao et al., 2020)

Se llevo a cabo una preparacion de SCFAs basados en el inserto del vendedor, para adicionar
cuatro diferentes concentraciones a 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml y 500 pg/ml (Sigma-
Aldrich, USA) de estos a las placas de cultivo de células macrofagicas RAW 264.7,
incubandose por 2 horas basado en experimentos previamente reportados. Se llevara a cabo
la recuperacion del liquido de suspension celular y se administr6 a los cultivos de células
inmortalizadas de neuroblastoma SK-N-SH para cuantificar el grado de neurodegeneracion

de estas células. (Qiao et al., 2020)

En el modelo experimental con LPS de P. mirabilis, se anadieron 100 pg/ml (Sigma-Aldrich,
USA) en base al protocolo de preparacion del inserto del vendedor en las placas de cultivo
celular previamente tratadas e incubadas con SCFAs, se llevo a cabo una segunda incubacion
de 12 horas. Se anadi6 la misma concentracion de SCFAs al grupo control. Se llevé a cabo
la recuperacion del liquido de suspension celular y se administrd a los cultivos de células
inmortalizadas de neuroblastoma SK-N-SH para cuantificar el grado de neurodegeneracion

de estas células. (Qiao et al., 2020)

En el modelo experimental con LPS de A. muciniphila, se afiadieron 100 pg/ml (Sigma-

Aldrich, USA) en base al protocolo de preparacion del inserto del vendedor en las placas de
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cultivo celular previamente tratadas e incubadas con SCFAs, se llevd a cabo una segunda
incubacion de 12 horas. Se afadi6 la misma concentracion de SCFAs al grupo control. Se
llevo a cabo la recuperacion del liquido de suspension celular y se administro a los cultivos
de células inmortalizadas de neuroblastoma SK-N-SH para cuantificar el grado de

neurodegeneracion de estas células. (Qiao et al., 2020)

Se llevo cabo la preparacion de cultivos celulares con células macrofagicas RAW 264.7 bajo
cuatro diferentes concentraciones de SCFAs a 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml y 500 pg/ml
(Sigma-Aldrich, USA) de estos a las placas de cultivo celular de células macrofagicas RAW
264.7, incubandose por 2 horas. Se realizara una preparacion con Caspasa-1 basados en el
inserto del vendedor, para adicionar cuatro diferentes concentraciones a 1 pg/ml, 10 pg/ml,
100 pg/ml y 500 pg/ml (Sigma-Aldrich, USA) de estos a las placas de cultivo celular de
cé¢lulas macrofagicas RAW 264.7, previamente incubadas con SCFAs por 12 horas,
incubandose por 12 horas. Concentraciones similares se administraron en el grupo control.
Se llevo a cabo la recuperacion del liquido de suspension celular y se administré a los cultivos
de células inmortalizadas de neuroblastoma SK-N-SH para cuantificar el grado de

neurodegeneracion de estas células. (Qiao et al., 2020)

Se llevo a cabo la preparacion de cultivos celulares de células macrofagicas RAW 264.7 bajo
cuatro diferentes concentraciones de SCFAs a 1 ug/ml, 10 pug/ml, 100 pg/ml y 500 pg/ml
(Sigma-Aldrich, USA) de estos a las placas de cultivo celular de células macrofagicas RAW
264.7, incubandose por 2 horas. Se realizd una preparacion con cadaverina basados en el
inserto del vendedor, para adicionar cuatro diferentes concentraciones a 1 pg/ml, 10 pg/ml,
100 pg/ml y 500 pg/ml (Sigma-Aldrich, USA) de estos a las placas de cultivo celular de
células macrofagicas RAW 264.7, previamente incubadas con SCFAs por 2 horas,
incubandose por 12 horas. Concentraciones similares se administraron en el grupo control.
Se llevo a cabo la recuperacion del liquido de suspension celular y se administrd a los cultivos
de células inmortalizadas de neuroblastoma SK-N-SH para cuantificar el grado de

neurodegeneracion de estas células. (Qiao et al., 2020)

Se llevo a cabo la preparacion de cultivos celulares de células macrofagicas RAW 264.7 con

cuatro diferentes concentraciones de SCFAs a 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml y 500 pg/ml
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(Sigma-Aldrich, USA) de estos a las placas de cultivo celular de células macrofagicas RAW
264.7, incubandose por 2 horas. Se realiz6 un preparacion con TMAO basados en el inserto
del vendedor, para adicionar cuatro diferentes concentraciones a 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100
pg/mly 500 pg/ml (Sigma-Aldrich, USA) de estos a las placas de cultivo celular de células
macrofagicas RAW 264.7, previamente incubadas con SCFAs por 2 horas, incubandose por
12 horas. Concentraciones similares seran administradas en el grupo control. Se llevo a cabo
la recuperacion del liquido de suspension celular y se administro a los cultivos de células
inmortalizadas de neuroblastoma SK-N-SH para cuantificar el grado de neurodegeneracion

de estas células. (Qiao et al., 2020)

Etapa III. Identificacion de viabilidad celular en cultivo de células de neuroblastoma
estirpe SK-N-SH inmortalizado inducidas a protocolo de excitotoxicidad mediado por

citocinas mediante técnicas colorimétricas.

Se llevo a cabo el analisis de viabilidad por medio de método colorimétrico a partir
de reactivo CellTiter 96 ® AQueous One Solution (Promega) a partir de cultivo de células de
neuroblastoma de estirpe SK-N-SH inmortalizado posterior a ensayo de citotoxicidad con
medio de cultivo rico en citocinas proinflamatorias aislado de medio de cultivo de células
monocitico-macrofagicas de estirpe RAW 264.7. Se llevo a cabo el aislamiento de 100 pl de
medio de cultivo en placas de 96 pozos, posteriormente, se afiadiran 20 pl del reactivo por
pozo y se incubaron a 37° C por 1 a 4 horas, bajo medio humedo y CO: atmosférico al 5%,
posteriormente se llevo a cabo la medicion espectrofotométrica de la solucidén a un rango de

onda de 490 nm usando un lector de placa (Mosmann T., 1983).

Etapa IV. Disefio de modelos de acoplamiento molecular (modelos in silico) e
integracion de vias de sefializacion relacionadas a la regulacion de la actividad del

Inflamosoma NLRP3.

El acoplamiento molecular fue realizado mediante el uso del software desarrollado por
Discovery Studio, donde se acoplaron las estructuras tridimensionales de los diferentes
metabolitos de interés previamente sefialados, y receptores y proteinas acopladas a las vias

de receptores similares a NOD y vias descritas en KEEG para el estudio de enfermedades
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neurodegenerativas, enfocandonos en las vias asociadas a la Enfermedad de Parkirson.
Posteriormente a través de este software de Biovia se llevo a cabo el acoplamiento del ligando
con el receptor de interés y se evalu6 el grado de afinidad mediante energia libre de Gibbs
expresada en kcal/mol a través de la plataforma electronica SwissDock y Autodock Vina el
cual simulé y minimiz6 el nimero de posibles interacciones méaximas entre receptor ligando.
Se llevo a cabo el ajuste de ensayo para teorizacion de 64 modelos posibles para reducir la
tasa de falsos positivos y falsos negativos del acoplamiento y se llevd a cabo el andlisis
estadistico con célculo de media y desviaciones estandar a través del programa Graph Math

Prisma 8.0 y Python.

Etapa V. Analisis estadistico

El anélisis estadistico y los graficos se realizaron con ayuda del programa GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA), el programa SPSS (IBM, Statistics 24.0) y el
programa R (GNU, R Development Core Team), asi como ImagelJ FIJI (General Public
License). A todos los datos obtenidos se les aplicd la prueba de D"Angosino-Person para
determinar si los datos se distribuyeron de forma Gaussiana. Para los datos normales se
aplicaron pruebas t de Student para pares de muestras o Analisis de Varianza (ANOVA) de
una o dos vias o pruebas no paramétricas equivalentes segun sea el caso. Los datos
paramétricos se presentaron con el promedio + la desviacion o error estandar de la media
(SEM). Los datos no paramétricos se presentaron como la mediana y el rango intercuartil. Se
indicaron las condiciones estadisticamente solo cuando son diferentes del control: *p<0.005,

**p<0.01, ***p<0.001; ns, no significativo.

I11.1.10. Prueba piloto.

No aplica.

IT1.1.11. Definicion del plan de procesamiento y definicion de la informacion.

Con los resultados de las variables se elaborard una base electronica en Excel
Windows o Access Windows para su posterior analisis estadistico en el programa SPSS, Ry

GraphPad Prism 7. El anélisis de descomposicion fotografica se llevara a cabo a través de
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programas de procesamiento de imagen FIJI. Los resultados seran presentados en graficas,

y en un cuadro las variables que se estudiaron.

II1.1.12. Consideraciones éticas.

Se llevard a cabo el sometimiento del presente protocolo de investigacion ante los
Organismos evaluadores de Investigacion y Bioética correspondientes dentro de la
Universidad Autonoma de Querétaro, para posteriormente llevar su sometimiento frente a

consejo académico.

El presenta proyecto se apegard al Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la Salud, lo cual se describe en su Titulo Quinto, Capitulo Unico, articulo

100, asi como su Titulo Cuarto, capitulo 1 en materia de Bioseguridad de las Investigaciones.

asi mismo se consideraran los principios éticos expuestos por la declaracion de Helsinki y

Nuremberg en materia de investigacion con Seres Humanos.

Dado que el presente proyecto se efectuard a través de lineas celulares estandarizadas y
comercializadas internacionalmente, no se llevara intervencion directa sobre seres humanos,
y se enfocara directamente a la busqueda y explicacion de vias moleculares inflamatorias a
través de metabolitos comercializados y depurados internacionalmente. Por tal motivo, no se
llevard a cabo la recoleccion de sentimientos por consentimiento informado al no existir

poblacion humana en este estudio.

Se llevara a cabo la formulacion clara del protocolo experimental donde se desarrollen in
extenso los objetivos y marco metodologico de la presente investigacion para su posterior
sometimiento a evaluacion por parte de un comité de evaluacion ética independiente al
investigador en base a lo suscrito en la declaracion de Helsinki. El comité tendra derecho de
controlar los ensayos en curso, mientras que el investigador tiene la obligacion de
proporcionar informacion de control al comité evaluador segtn lo suscrito en la declaracion

previamente mencionada.

En relacion con la normatividad de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion en

Salud, segliin lo determinado por el Titulo Segundo, Capitulo 1, Articulo 17, la presente
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investigacion debera ser considerada con Investigacion sin riesgo para los seres humanos,
debido a que las lineas empleadas en este protocolo son lineas celulares estandarizadas
comercializadas obtenidas a partir de modelo murino, por lo que no se llevara a cabo ninguna

intervencion en humanos.

Se llevara a cabo el seguimiento de las normas internacionales de trabajo en laboratorios de
cultivo celular con nivel de bioseguridad grado 1 y 2, siguiendo las practicas adecuadas de
lavado e higiene de manos, antes, durante y posterior a los procesos experimentales, uso de
ufias de manos cortas y limpias, uso de ropa protectora a riesgo de salpicaduras, uso de
cabello corto y recogido, asi como el uso de calzado cerrado con suela antiderrapante, esto
con el objetivo de minimizar el riesgo de contaminacién biologica tanto de los cultivos

empleados como del personal de investigacion dentro de las instalaciones de laboratorio.

Se llevara a cabo el uso de material estéril dentro de las instalaciones, aperturando los
materiales dentro de la campana de cultivo de flujo laminar o a la llama de mechero de
Bunsen para evitar contaminacion de las instalaciones, cultivos y personal de la instalacion.
En caso de existir evidencia o sospecha de contaminacion se llevara a cabo la notificacion
correspondiente al responsable de laboratorio con el objetivo de disminuir la trascendencia

de dicha contaminacion a otros usuarios del laboratorio.

Se llevard a cabo el uso obligatorio de equipo de proteccion entre los que se incluyen
guantes, gafas protectoras y bata de uso exclusivo para el laboratorio de cultivo celular, con

el fin de reducir el riesgo de contaminacion biologica.

Se llevaré a cabo la inactivacion de todo material bioldgicos o material de laboratorio
que haya estado en contacto con este a través del uso de hipoclorito, previo a su dispensacion.
En caso de tratarse de material que se dispondré a lavado, de igual manera sera inactivado

con hipoclorito para su posterior proceso de lavado y esterilizacion.

Se llevard a cabo el marcado y rotulado de todos los materiales, reactivos y soluciones
empleadas durante el proceso de cultivo para evitar errores de procesamiento experimental o

riesgo de accidentes por compuestos quimicos.
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La gestion de residuos biologicos potencialmente infecciosos se llevara a cabo a
través de las directrices senaladas en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental
— Salud ambiental — Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos — Clasificacion y

especificaciones de manejo.

Las éreas de trabajo y cuartos de cultivo celular se encuentran dotadas de un cubo de
residuos con bolsa negra para el depdsito de residuos comunes y contenedores con bolsa roja
para materiales contaminados con restos bioldgicos como placas, pipetas y contenedores
rojos para el deposito de punzocortantes. Todos los contenedores presentan una localizacion
especifica dentro de las areas de trabajo para su rapida identificacion y facil acceso. Se evitara
la acumulacion de residuos en cualquier otra area de las salas designadas de trabajo. Una vez
alcanzado el 80% de la capacidad de los contenedores se cerrard y sellara la bolsa roja. En el
caso de generar residuos liquidos estos seran desechados en bidones rojos a una capacidad

maxima del 80%.

El valor social de la presente investigacion se centra en los principios de medicina
traslacional, a partir del estudio de diferentes vias fisiopatoldgicas involucradas en el
desarrollo de la segunda enfermedad neurodegenerativa més prevalente a nivel mundial, la
cual permitira comprender los fendmenos inmunoldgicos mediados por diferentes
componentes metabolicos derivados de la microbiota intestinal en un modelo de
neurodegeneracion celular in vitro con el fin de comprender la interaccion del eje
microbioma-intestino-cerebro y asi, identificar nuevas dianas terapéuticas asociadas a la
enfermedad de Parkinson y asi mismo, tras conocer el efecto de la microbiota intestinal en
los procesos inflamatorios relacionados, favorecer el desarrollo de terapias coadyuvantes a
base de psicobidticos en trabajos posteriores para la mejora de la salud humana y calidad de
vida, buscando asi la reduccion en la progresion de la enfermedad, disminucion de los dias

de vida asociados a discapacidad, y complicaciones relacionadas a la progresion de la misma.

Asimismo, se considera que el presente protocolo cuanta con la pertinencia y rigor cientifico
correspondiente ya que se establecen procedimientos estandarizados bajo diferentes técnicas
experimentales, se respeta la integridad bioética de las especies al no hacer intervenciones

sobre humanos y otros animales y a su vez, permite comprender en modelos no invasivos y
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reproducibles y replicables, estandarizados los procesos fisiopatoldgicos de las enfermedades
neurodegenerativas sin hacer abordajes invasivos que requieran de estudios histopatologicos

0 procesos neuroquirirgicos para obtencion de muestras.

La informacion recolectada a lo largo del proyecto se vaciara en una base de datos en formato
Excel, la cual estara bajo resguardo del investigador Principal protegida a través de
contrasefias electronicas. Asi mismo el analisis estadistico sera llevado a cabo por estudiantes
capacitados en el area de bioestadistica, a través de diferentes paquetes estadisticos
estandarizados y regulados, siendo supervisados por el Investigador principal y

colaboradores, expertos en el area.

Resultados y discusion

Con el objetivo de elucidar el efecto de los metabolitos derivados del microbioma intestinal
y su efecto sobre la respuesta del Inflamosoma NLRP3 en un modelo de neurodegeneracion
celular asociado a la Enfermedad de Parkinson, se llevaron a cabo multiples ensayos de
induccidn de actividad del Inflamosoma NLRP3, mediante sensibilizacion con LPS de P
mirabilis y A. muciniphila, los cuales favorecen el paso de censado mediado por subcomplejo
NLRP3 a partir de sefializacion mediada por receptores tipo Toll; desacoplamiento de
membrana a través de Caspasa-1, intermediario final para el inicio de los procesos de
piroptosis mediados por Inflamosoma NLRP3, implicado en la activacion de IL-1P e IL-18,
asi como la monomerizacion de Gasdermina D, proteina estabilizadora de membrana que al
monomerizarse favorece el desarrollo de poros de membrana para eflujo masivo de citocinas
proinflamatorias activadas; cadaverina, diamina que favorece el desacoplamiento de canales
16nicos a nivel de la membrana celular permitiendo eflujo de potasio masivo hacia el espacio
extracelular, favoreciendo el paso de acoplamiento y funcionalizacion del complejo de
Inflamosoma NLRP3 asi como induccion de actividad del inflamosoma mediada por
receptores tipo Toll favoreciendo la autofagia mitocondrial, liberacién de catepsinas y
especies reactivas de oxigeno que favorecen el ensamblaje y funcionalizacion del complejo
inflamosoma NLRP3. Se estudio también el papel del oxido de trimetilamina en los procesos

de activacion del complejo inflamosoma NLRP3 mediado por catepsina B e incremento de
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la expresion de la via mediada por NF-kB. Dada la importancia de los 4cidos grasos de cadena
corta en fendmenos de inmunomodulacidn, neuroproteccion y restablecimiento de integridad
de barreras y su relacion directa con el microbioma intestinal, se estudiaron los efectos del
acetato, butirato, propionato y la mezcla de estos en la modulacion de la actividad del
complejo inflamosoma NLRP3 y su implicacion en los procesos de neurodegeneracion en la
Enfermedad de Parkinson a partir de seleccion por analisis metagendmicos y metabolomicos
previamente reportados en la literatura asociados a fenomenos de disbiosis desde la etapa no

motora de la enfermedad.

Para comprobar esta hipotesis se diseid un modelo celular constituido por células
inmunologicas que expresen de manera constitutiva el complejo Inflamosoma NLRP3 y
células oncologicas neuronales con potencial diferenciacion a estirpe dopaminérgica,
principal tipo neuronal implicado en el desarrollo y progresion de la Enfermedad de

Parkinson.

Etapa 1. Desarrollo de cultivos celulares.

El cultivo de células macrofagicas RAW 264.7 se llevd a cabo mediante las
instrucciones del inserto del vendedor sembrandose en medio de cultivo DMEM, w:2,1 mM
Glutamina estable, w 2,0 g/L NaHCO3 suplementado con un 10% de FBS y antibiotico
Estreptomicina/ampicilina al 1% de la marca GIBCO®. Para el subcultivo de las células se
llevo a cabo lavado y separacion mecanica por raspado suave de las células adherentes con
PBS sin calcio ni magnesio. Posteriormente se centrifugd a 300xg tanto la suspension como
las células adherentes por 3 minutos. Se resuspendi6 cuidadosamente el sedimento celular y
se llevo a cabo el conteo y analisis de viabilidad con tincion de azul de tripano mediante
hemocitometro para establecer celularidad total y llevar a cabo la siembra de 10,000 células
por pozo en placa de 96 pozos a volumen de 200 uL y también efectuar el subcultivo
mediante la suspension celular a nuevos matraces de 75 cm? con medio fresco previamente

suplementado (Ilustracion 2A).

El cultivo de células SK-N-SH se llevd a cabo mediante las instrucciones del inserto

del proveedor, sembrandose en medio de cultivo DMEM y F12 de Ham en una proporcion
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50:50 complementado con 15% de FBS y antibidtico Estreptomicina/ampicilina al 1% de la
marca GIBCO®. El subcultivo se realizé mediante retiro de medio con las células flotantes
y se recuperara las células por centrifugacion. Se resuspendi6 cuidadosamente el sedimento
celular y se llevo a cabo el conteo y andlisis de viabilidad con tincion de azul de tripano
mediante hemocitémetro para establecer celularidad total y llevar a cabo la siembre de 10,000
células por pozo en placa de 96 pozos a volumen de 200 pL y también efectuar el subcultivo
mediante la suspension celular a nuevos matraces de 75 cm? con medio fresco previamente

suplementado (Ilustracion 2B, 2C, 19 y 20).

Ilustracion 19. Caracterizacion morfologica de cultivos celulares mediante microscopia de contraste de fases. Las imagenes en A
muestran la linea celular de macrofagos murinos RAW 264.7 mostrando su morfologia adherente caracteristica. De izquierda a derecha:
magnificacion 10x, 20x y 40x. Las células exhiben morfologia redondeada a ligeramente elongada tipica de macréfagos no diferenciados.
En B se muestran células de neuroblastoma SK-N-SH con fenotipo tipo S (adherente al sustrato). De izquierda a derecha: magnificacion
10x, 20x y 40x. Las células tipo S presentan morfologia epitelioide con patroén de crecimiento plano, adherente y contactos célula-célula
estrechos. En C se muestran células SK-N-SH con fenotipo tipo N (neuroblastico). De izquierda a derecha: magnificacion 10x, 20x y
40x. Las células tipo N exhiben caracteristicas neuronales con cuerpos celulares pequefios y extensiones de procesos. El panel derecho
(40x) muestra neuronas diferenciadas con prominente crecimiento de neuritas tras el protocolo de diferenciacion.
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Hlustracion 20. Grdfico de dispersion que muestra la distribucion del darea celular y su relacion con la morfologia de la estirpe de
neuroblastoma humano SK-N-SH. Panel Ssuperior. El grafico muestra la dispersion de 403 células analizadas en funcion de su drea
(pixeles cuadrados) y el indice de circularidad (unidad adimensional). Los datos se expresan como la media de la circularidad. El
predominio de células de fenotipo neurobldstico (N) se asocia directamente con la dispersion de los datos en rangos de baja circularidad.
En el panel inferior se muestra el Grifico de dispersion (Scatter Plot) que muestra la distribucion del area celular y su relacion con la
morfologia de la estirpe de neuroblastoma humano SK-N-SH y microglia aislada a partir de un cultivo primario murino. El grdfico
muestra la dispersion de 1,786,121 células analizadas en funcion de su drea (pixeles cuadrados) a partir de 44 diferentes fotogramas a
poder de magnificacion de 20 X y tomadas con dispositivo electronico 8K a potenciacion 1X, asi como el indice de circularidad (unidad
adimensional). Los datos se expresan como la media de la circularidad. El predominio de células de fenotipo neuroblastico (N) diferenciado
y microglia en reposo se asocia directamente con la dispersion de los datos en rangos de circularidad baja.
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Etapa II. Formacion de medio rico en metabolitos bacterianos y analisis de viabilidad

celular por ensayo colorimétrico.

Se llevo a cabo una preparacion de Caspasa-1 basados en el inserto del vendedor, para
adicionar tres diferentes concentraciones a 0.5 ug/ml, 5 pg/ml, y 50 pg/ml (Sigma-Aldrich,
USA) a las placas de cultivo celular de células macrofagicas RAW 264.7, las cuales se
incubaron por 24 horas para establecer el grupo control con actividad constitutiva del
inflamosoma NLRP3. Se llevo a cabo la recuperacion del liquido de suspension celular y se
administr6 a los cultivos de células inmortalizadas de neuroblastoma de fenotipo
neuroblastico SK-N-SH para cuantificar el grado de neurodegeneracion de estas células, asi
mismo los ensayos se repitieron bajo cotratamiento con acetato, butirato y propionato para
evaluar el efecto citoprotector de estos a concentraciones pares del ensayo inicial bajo

incubacion por 12 horas (Ilustracion 21 y 22).

Se llevo a cabo el andlisis de viabilidad por medio de método colorimétrico a partir de
reactivo CellTiter 96 ® AQueous One Solution (Promega) a partir de cultivo de células de
neuroblastoma de estirpe SK-N-SH inmortalizado posterior a ensayo de citotoxicidad con
medio de cultivo rico en citocinas proinflamatorias aislado de medio de cultivo de células
monocitico-macrofagicas de estirpe RAW 264.7. Se llevo a cabo el aislamiento de 100 pl de
medio de cultivo en placas de 96 pozos, posteriormente, se afiadieron 20 pl del reactivo por
pozo y se incubaran a 37° C por 3 horas, bajo medio himedo y CO> atmosférico al 5%,
posteriormente se llevo a cabo la medicion espectrofotométrica de la solucion a un rango de

onda de 490 nm usando un lector de placas para inmunoensayo enzimatico (ELISA).

Se llevo a cabo una preparacion de SCFAs basados en el inserto del vendedor, para adicionar
cuatro diferentes concentraciones a 0.5 pg/ml, 5 pg/ml, 50 pg/ml y 250 pg/ml (Sigma-
Aldrich, USA) y se sigui6 el mismo esquema experimental previamente descrito (Ilustracion

23y 24).

En el modelo experimental con LPS de P. mirabilis y A. muciniphila, se adicionaron 0.5
pg/ml, 5 pg/ml, y 50 pg/ml pg/ml (Sigma-Aldrich, USA) en base al protocolo de preparacion
del inserto del vendedor y en las placas de cultivo celular previamente tratadas e incubadas

con SCFAs (Ilustracion 25, 26, 27 y 28).

86



En el modelo experimental con metabolitos derivados de la microbiota intestinal se
prepararon cultivos celulares de células macrofagicas RAW 264.7 con concentraciones de
TMAQO y cadaverina de manera independiente a concentraciones de 0.5 pug/ml, 5 pg/ml, 50
pg/ml y 250 pg/ml (Sigma-Aldrich, USA), se incubaran por 24 horas y se llevo a cabo la
recuperacion del liquido de suspension celular para su posterior administracion a los cultivos
de células inmortalizadas de neuroblastoma fenotipo neuroblastico SK-N-SH para cuantificar
el grado de neurodegeneracion de estas células. Se llevo el mismo modelo de cotratamiento
con acidos Grasos de cadena corta y se evaluo el porcentaje de viabilidad celular por métodos

colorimétricos con metiltetrazolio (MTS) (ilustracion 29, 30, 31 y 32).
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Hlustracion 21. Efecto de Caspasa-1y cotratamientos con AGCC sobre la viabilidad celular de RAW 264.7. El panel A resume los datos
del ensayo colorimétrico a concentraciones de 0.5, 5 y 50 ug/mL. El panel B grafica la viabilidad celular, donde el andlisis ANOVA revela
una reduccion significativa que es dependiente de la dosis. Sin embargo, no se evidencio un efecto estadistico significativo asociado al tipo
de cotratamiento administrado ni a su interaccion con la dosis. El panel C ilustra la dispersion, tendencia lineal y covariacion de los
perfiles de respuesta mediante un regresiograma y correlograma. El panel D expone un mapa térmico detallando los coeficientes de
correlacion lineal de Pearson y su nivel de significancia entre tratamientos. De manera global, se comprueba que el estimulo con Caspasa-
1 induce una reduccion moderada en la viabilidad de los macréfagos. Finalmente, los cotratamientos con AGCC mantienen perfiles
relacionados, sin evidencia estadistica de una modulacion diferencial segun el tipo de dcido
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llustracion 22. Efecto de Caspasa-1 y cotratamientos con AGCC sobre la viabilidad celular de SK-N-SH. El panel A resume los datos
del ensayo colorimétrico a concentraciones de 0.5, 5y 50 ug/mL. El panel B grafica la viabilidad celular, donde el analisis ANOVA indico
la ausencia de efectos significativos por dosis, tratamiento o su interaccion. A pesar de ello, se observa una clara tendencia de los AGCC
para preservar o incrementar la viabilidad celular frente al estimulo de Caspasa-1 sola. El panel C expone un regresiograma y un
correlograma que detallan la dispersion, tendencia lineal y covariacion de los perfiles de respuesta. El panel D ilustra mediante un mapa
térmico los coeficientes de correlacion lineal de Pearson y su significancia estadistica entre los tratamientos. En conjunto, los datos revelan
que la Caspasa-1'y los cotratamientos con AGCC no inducen una citotoxicidad significativa en este modelo celular. Finalmente, este patron
de respuesta propone una seiial biologica exploratoria de citoproteccion por parte de los AGCC que deberd validarse con estudios
complementarios.
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lustracion 23. Efecto aislado de los Acidos Grasos de cadena Corta sobre la viabilidad celular de macréfagos RAW 264.7. El panel A
detalla el procesamiento de datos colorimétricos bajo concentraciones de 0.5 a 250 ug/mL. El panel B muestra la viabilidad celular, donde
el andlisis ANOVA revelo efectos significativos del tratamiento y de la interaccion dosis/tratamiento. Estos hallazgos confirman que la
supervivencia de los macrofagos depende estrictamente tanto del tipo de metabolito como de la concentracion aplicada. El panel C
presenta un regresiograma y correlograma que analizan la dispersion, tendencias lineales y elipses de covariacion entre grupos. El panel
D expone mediante un mapa térmico los coeficientes de correlacion de Pearson y , resaltando la significancia estadistica alcanzada. En
conjunto, los datos demuestran que los AGCC aislados modulan de forma diferencial la viabilidad celular, mostrando respuestas no
homogéneas. Finalmente, los perfiles obtenidos sugieren una regulacion inmunometabdlica compleja y dependiente de la naturaleza

especifica de cada dcido graso de cadena corta
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llustracion 24. Evaluacién de la viabilidad celular en cultivo de Neuroblastoma SK-N-SH tratados con dcidos grasos de cadena corta
(AGCC). El panel A detalla el procesamiento de datos colorimétricos bajo concentraciones de 0.5 a 250 ug/mL. En el panel B, el andlisis
de ANOVA de dos vias confirmé la ausencia de efectos significativos por dosis, tratamiento o interaccion. Todas las condiciones evaluadas
permanecieron por encima del umbral de citotoxicidad del 70%, sugiriendo una alta tolerancia celular. El panel C presenta un
regresiograma y correlograma que analizan la tendencia lineal y las elipses de covariacion entre tratamientos. El panel D ilustra mediante
un mapa térmico los coeficientes de correlacion de Pearson, indicando perfiles de respuesta linealmente relacionados. En conjunto, se
concluye que los AGCC aislados no inducen citotoxicidad significativa en el modelo neuronal SK-N-SH bajo estas condiciones. Los datos
sugieren que, aunque no hay cambios estadisticos globales, existen perfiles de respuesta biologica parcialmente compartidos entre los
tratamientos
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llustracion 25. Efecto de LPS de P. mirabilis y AGCC en RAW 264.7. El panel A resume los datos estadisticos del ensayo colorimétrico
evaluado a concentraciones de 0.5, 5y 50 ug/mL. El panel B grafica la viabilidad celular, donde el andlisis ANOVA demostro efectos
significativos dependientes de la dosis, del tratamiento y de su interaccion. Estos resultados confirman que la respuesta de supervivencia
macrofagica estd condicionada directamente tanto por la concentracion como por el tipo de cotratamiento. El panel C despliega un
regresiograma y correlograma que detallan la dispersion, la tendencia lineal y las elipses de covariacion entre los diferentes grupos. El
panel D ilustra a través de un mapa térmico los coeficientes de correlacion lineal de Pearson y su respectiva significancia estadistica. De
manera global, se evidencia que el LPS de P. mirabilis junto con los AGCC inducen modificaciones diferenciales en la viabilidad de los

macrofagos. Este patron de respuesta refleja una compleja modulacion inmunometabélica y heterogénea por parte de la célula firente al
estimulo inflamatorio bacteriano.
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llustracion 26. Efecto de LPS de Akkermansia muciniphila y cotratamientos con AGCC sobre la viabilidad celular de RAW 264.7. La
figura muestra cuatro componentes. A) Presenta el procesamiento de datos del ensayo colorimétrico, donde se resaltan las modalidades
estadisticas crudas y corregidas, incluyendo medias, varianza, desviacion estandar y viabilidad porcentual con base en los analisis de
absorbancia para LPS de A. muciniphila y sus cotratamientos con acetato, butirato, propionato y mezcla de AGCC bajo concentraciones
de 0.5, 5y 50 ug/mL. B) Muestra el grdfico de barras de viabilidad celular porcentual respecto al control, reportada como media +
desviacion estandar. La linea punteada en gris indica la viabilidad basal al 100%, mientras que la linea roja discontinua representa el
umbral de citotoxicidad del 70% segun ISO 10993-5. El analisis mediante ANOVA de dos vias mostro efecto significativo de la dosis, efecto
altamente significativo del tratamiento e interaccion dosis/tratamiento significativa, lo que indica que la respuesta de viabilidad depende
tanto de la concentracion como del tipo de cotratamiento evaluado. Las comparaciones post hoc se realizaron mediante Tukey HSD frente
a LPS de A. muciniphila en cada grupo. C) Presenta el regresiograma y correlograma complementario entre los perfiles de viabilidad,
donde el triangulo inferior muestra dispersion, tendencia lineal y elipses de covariacion entre tratamientos, mientras que el tridngulo
superior representa la magnitud de la asociacion lineal. D) Muestra el mapa térmico de correlacion lineal entre tratamientos, indicando
el coeficiente r de Pearson y R> Los asteriscos indican significancia estadistica: p<0.05, *p<0.01, **p<0.001. En conjunto, los datos
sugieren que el LPS de A. muciniphila y sus cotratamientos con AGCC inducen modificaciones significativas en la viabilidad de RAW
264.7, con una respuesta dependiente de la dosis y del tipo de metabolito. Este patron es compatible con una modulacion inmunometabdlica
diferencial frente al estimulo inflamatorio bacteriano, donde los cotratamientos con AGCC no se comportan de forma homogénea y pueden
modificar de manera especifica la respuesta celular inducida por LPS.
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Tlustracion 27. Efecto de LPS de A. muciniphilay AGCC en RAW 264.7. El panel A resume los datos estadisticos del ensayo colorimétrico
a dosis de 0.5, 5y 50 ug/mL. El panel B muestra la viabilidad celular, donde el ANOVA confirmé efectos significativos de la dosis, el
tratamiento y su interaccion. Esto indica que la respuesta macrofagica depende estrictamente de la concentracion evaluada y de la
naturaleza del cotratamiento aplicado. El panel C utiliza un regresiogramay correlograma para detallar la dispersion y la tendencia lineal
de los perfiles de viabilidad. El panel D expone a través de un mapa térmico los coeficientes de correlacion de Pearson y la significancia
estadistica entre grupos. En conjunto, se evidencia una modulacion inmunometabélica heterogénea inducida por el LPS de A. muciniphila
v los metabolitos bacterianos. Finalmente, los AGCC no actian de forma uniforme, sino que exhiben perfiles especificos de interaccion
frente al estimulo inflamatorio.

94



[, [—
i - - ~ = = amerin i oncriancinn | Walbi et (%
e Pty camgiia
o wan e [ wiz] ome o o e
ora e P e P ) e = =
T B0 e sear wa] &ne e [ e
Jr—
Comanraciin Paa | Mhaarta i carregpn | 15 o e |Aimsstan o wor i i
! =y i amas i — & =~ =
ava| ni P
ea] wiw ] G
e | T

B
5 150 10993-5 (70% - Citotoxicidad)
:huonv:::smv_h; {'7':3,';‘ sin uitiiers) Viabilidad basal (100%)
200 Efecto Tratamiento: p = 8.58e-01 Control
Interaccién: p = 1.00e+00 LPS A. muciniphila
LPS A. muciniphila + Acetato
Tukey HSD vs LPS A. muciniphila: LPS A. muciniphila + Butirato
175 * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 LPS A. muciniphila + Propionato
LPS A. muciniphila + Mix AGCC

150

125

1001~

Viabilidad celular (%) Media + DE

75
50
25
0
5
Concentracién (pg/mL)
C
. D
1068 10
10647 Control o 195 A mucinpnia 10
106 0’,4 P
85 02
80— LPSde A. 00Correlacién

LPS A muciniphila + Acetata

759 - 02 -
70- -04 i34 2
100 05 S
95 - :
Acetato 08 LPS A muciniphda + Butirato -om %

% 10 g
85- 5
ot -0.25 §
8

Butirato

Mix AGCC

LPS A. muciniphila + Propionsta

LPS A. muciniphila + Mix AGCC

106 1064 70 758085 859095 8590 95 80 90 100 80 100 120

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

llustracion 28. Efecto de LPS de A. muciniphila y AGCC sobre la viabilidad de SK-N-SH. El panel A resume los datos del ensayo
colorimétrico a dosis de 0.5, 5 y 50 pg/mL. El panel B grafica la viabilidad celular, donde el andlisis ANOVA determiné un efecto
significativo de la dosis, sin influencia del tipo de tratamiento. Esto sugiere que la variacion en la supervivencia se asocia principalmente
a la concentracion evaluada y no a la naturaleza del cotratamiento. Sin embargo, se observa una tendencia hacia la preservacion o
incr to de la viabilidad en presencia de AGCC, sugiriendo una posible citoproteccion. El panel C detalla la dispersion y la tendencia
lineal de los perfiles de respuesta mediante un regresiograma y correlograma. El panel D expone a través de un mapa térmico los
coeficientes de correlacion de Pearson y su nivel de significancia entre grupos. En conjunto, se demuestra que estos estimulos no inducen
citotoxicidad significativa en el modelo neuronal bajo las condiciones experimentales evaluadas.
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Tlustracion 29. Efecto de cadaverina y AGCC sobre la viabilidad de SK-N-SH. El panel A detalla el procesamiento de datos estadisticos
v la viabilidad porcentual obtenida mediante absorbancia. El panel B grafica la supervivencia celular, observandose que la mayoria de
los tratamientos se mantienen por encima del umbral de citotoxicidad del 70%. Aunque no hubo efectos independientes significativos, el
andalisis ANOVA revelo una interaccion dosis/tratamiento significativo. Esto indica que la respuesta neuronal frente a la cadaverina
depende de la combinacion especifica entre su concentracion y el tipo de cotratamiento aplicado. El panel C presenta la tendencia lineal
v las elipses de covariacion, mientras que el panel D ilustra las correlaciones mediante un mapa térmico. Los resultados muestran patrones
heterogéneos, donde algunos grupos se aproximan al umbral toxico y otros sugieren una preservacion parcial de la viabilidad. En conjunto,
se concluye que la cadaverina 'y los AGCC no inducen citotoxicidad significativa en el modelo neuronal bajo las condiciones experimentales
evaluadas.
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llustracion 30. Efecto de TMAO y AGCC sobre la viabilidad de RAW 264.7. El panel A detalla el procesamiento estadistico de los datos
obtenidos mediante el ensayo colorimétrico. El analisis ANOVA en el panel B revelo un efecto significativo del tratamiento, sin influencia
de la dosis ni de la interaccion. Esto indica que la respuesta macrofagica depende primordialmente del tipo de metabolito y no de una
relacion dosis-respuesta lineal. El panel C ilustra la dispersion y tendencias lineales de los perfiles mediante un regresiograma y
correlograma complementario. El panel D expone el mapa térmico con los coeficientes de Pearsony , detallando la asociacion entre los
tratamientos. De manera global, se confirma que el TMAO y los AGCC modulan la viabilidad celular de forma diferencial y selectiva.
Finalmente, los datos subrayan la existencia de perfiles de respuesta heterogéneos condicionados por la naturaleza especifica de cada
AGCC.
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Tlustracion 31. Efecto de cadaverina y AGCC sobre la viabilidad de RAW 264.7. El panel A resume los datos estadisticos y porcentuales
del ensayo colorimétrico a dosis de 0.5 a 250 ug/mL. El panel B grafica la supervivencia celular, donde el analisis ANOVA indicé la
ausencia de efectos significativos por dosis, tratamiento o interaccion. A pesar de ello, se observa una tendencia de los AGCC hacia la
preservacion o incremento de la viabilidad respecto a la cadaverina sola. El panel C detalla la dispersion y la tendencia lineal de los
petfiles de respuesta mediante un regresiograma y correlograma. El panel D expone a través de un mapa térmico los coeficientes de
correlacion de Pearson y su nivel de significancia entre grupos. De manera global, se evidencia que la cadaverina y los AGCC no inducen
citotoxicidad significativa en los macrofagos bajo estas condiciones. Finalmente, estos resultados proponen una respuesta biolégica
diferencial con potencial citoprotector por parte de los AGCC que debera ser validado funcionalmente.

98



=T e daa

[Eg ey T E——Y

Jr——
]

o

g

&
8

]
8

Viabilidad celular (%) Media + DE

10487
1046
1044+ Control
1042 negativo

104
103;

120

110

100

TMAO + Acetato

100

Tukey HSD vs TMAO:
* p<0.05, +* p<0.01, ** p<0.001

Concentracién (pg/mL)

1.0
08
06
04
02
00Correlacién
- 02
04
06
08
-10

Propionato

TMAD + Mix AGCC

TMAO + Acetato

TMAO + Butirato

MAO + Propionato

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

== 150 10993-5 (70% - Citotoxicidad)
- Viabilidad basal {100%)

- cControl

== TMAO

B TMAO + Acetato

m TMAO + Butirato

=3 TMAO + Propionata

B 11MAO ¢ Mix AGCC

100

075

050

Ri=0,32

-025

-0.00

--0.25

Coeficiente r de Pearson

-0.50

-0.75

-1.00

Tlustracion 32. Efecto de TMAO y AGCC sobre la viabilidad de SK-N-SH. El panel A resume los datos estadisticos y porcentuales del
ensayo colorimétrico a dosis de 0.5 a 250 ug/mL. En el panel B, el andlisis ANOVA de dos vias confirmé la ausencia de efectos significativos
por dosis, tratamiento o su interaccion. A pesar de ello, se identifico una tendencia hacia la preservacion de la viabilidad celular en los
cotratamientos con acetato, butirato y mezcla de AGCC. El panel C detalla la dispersion y la tendencia lineal de los perfiles de respuesta
mediante un regresiograma y correlograma. El panel D expone a través de un mapa térmico los coeficientes de correlacion de Pearson y
su nivel de significancia entre grupos. De manera global, se evidencia que el TMAO y los AGCC no inducen citotoxicidad significativa en
el modelo neuronal bajo estas condiciones. Finalmente, este patron sugiere una sefal biologica exploratoria de citoproteccion que debera
validarse con estudios funcionales complementarios
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Etapa III. Ensayo de acoplamiento molecular in silico y descripcion de vias de

senalizacion vinculadas a la Enfermedad de Parkinson.

Con el proposito de elucidar el papel de la microbiota intestinal en el desarrollo y progresion
de la enfermedad de Parkinson, se llevaron a cabo anélisis de acoplamiento molecular in
silico para analizar el papel de los diferentes metabolitos microbianos estudiados y su posible
relacion como mecanismos de transduccion de sefales. Para ello se analizo a través de la
plataforma de acceso libre KEEG la via de sefializacion tipo NOD directamente implicada
en la activacion del inflamosoma NLPR3 por medio de su via candnica y de igual manera se
analizd el mapa de sefializacion molecular de las enfermedades neurodegenerativas
centrdndonos en el estudio de las vias involucradas en la enfermedad de Parkinson.
Los estudios realizados por Sun Y. S. y colaboradores en Julio de 2024 demostraron que la
cadaverina tiene la capacidad de inducir diferentes respuestas celulares a nivel de sistema
nervioso central por medio de su acoplamiento a receptores de histamina tipo 4 actuando
como un neurotransmisor. En base a estos modelos de acoplamiento, se llevo a cabo el
acoplamiento de cadaverina con el receptor acoplado a proteina G de la familia 6A
(GPCR6A) implicado en la via de sefializacion similar a NOD del inflamosoma NLRP3. A
partir del analisis de acoplamiento con Biovia y el desarrollo de protocolo de afinidad
molecular se demostro que la cadaverina tiene una una energia libre de union de -3.5 kcal/mol
para unirse a GPCR6A en 18 simulaciones posibles de un total de 64 ensayos realizados.
Desde una perspectiva termodinamica, este valor se sitia por debajo del valor tedrico
proyectado de -5 kcal/mol cuando existen acoplamiento con residuos polares. Al analizar el
mapa de interacciones bidimensionales de la pose obtenida, se observo que la estabilidad del
complejo estd sostenida principalmente por contactos hidrofobicos y fuerzas de Van der
Waals con los residuos ILE 229 e ILE 239, cuya naturaleza alifatica confiere un entorno
complementario para la cadena de carbonos lineal de la cadaverina. Adicionalmente, al
tratarse de una molécula pequeiia con alta flexibilidad conformacional, reduce la el valor de
entropia final del modelo. Estos resultados sugieren que, a diferencia de su comportamiento
reportado como agonista del receptor de histamina H4R, existe una afinidad débil entre la
cadaverina y el GPCR6A. Es importante destacar que el valor obtenido en este modelo de

acoplamiento estatico no descarta categéricamente la interaccion, sino que describe un
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comportamiento farmacologico de ligando reversible de baja afinidad. Debido a que el
algoritmo evalta una conformacion rigida y carece del componente de solvente explicito,
este valor de entropia refleja que la cadaverina podria interactuar de manera transitoria con
el entorno hidrofobico del receptor sin llegar a estabilizar la conformacion cerrada y de unién
permanente con este. Se requieren de estudios de dindmica molecular con solventes explicitos
o ensayos de unién experimentales para llegar a la determinacién de la constante de

disociacion real de este modelo propuesto (ilustracion 33).

Con el objetivo de completar el complejo de sefializacion de cadaverina en la enfermedad de
Parkinson y la activacion del complejo Inflamosoma NLRP3 se llevo a cabo el andlisis y
esquematizacion de vias moleculares observandose que el acoplamiento de cadaverina a
GPCR6A induce activacion de la via de la fosfolipasa C beta e induccion de actividad del
receptor de fosfatidilinositol trifosfato a nivel de reticulo endoplasmico, favoreciendo el
eflujo masico de calcio idnico, induciendo la actividad de uniportador de calcio mitocondrial
y de la calmodulina 6 favoreciendo la sobrecarga de calcio mitocondrial y la activacion de la
via BCL-2 ligada a apoptosis celular respectivamente. asi mismo, se ha descrito que el
acoplamiento de este metabolito a receptores tipo toll favorece el desarrollo de dafio
lisosomal por bloqueo de canales 16nicos de potasio favoreciendo la hiperfuncionalidad del
complejo Inflamosoma NLRP3 y los procesos de mitofagia que culminan en el desarrollo de

muerte celular por piroptosis (Ilustracion 34).

Con el proposito de elucidar el papel de la TMAO como un metabolito clave en la activacién
y regulacion del complejo Inflamosoma NLRP3, se llevo a cabo el desarrollo de modelos de
acoplamiento molecular in silico entre TMAO y SIRT3, ya que se ha reportado por Tsubaki
y colaboradores en 2020, la implicacién de la TMAO a través de la regulacion de la via
PERK/TXNIP/NLRP3, sin embargo, no se ha descrito de manera directa una via funcional
relacionada con la enfermedad de Parkinson. A partir del analisis de acoplamiento con Biovia
y el desarrollo de protocolo de afinidad molecular se demostré que la TMAO tiene una baja
afinidad para unirse a PERK y SIRT3 en 20 simulaciones posibles de un total de 64 ensayos
realizados. El acoplamiento molecular del metabolito de la microbiota TMAO con la

desacetilasa mitocondrial SIRT3 arrojo una energia libre de unién de -2.4 kcal/mol. Al
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contrastar este modelo con el inhibidor de referencia sintético 3-TYP con una energia de
afinidad de -6.5 kcal/mol evidencia una ausencia de afinidad termodindmica directa con el
bolsillo catalitico de la enzima, debido a que carece de nucleos aromaticos necesarios para la
consolidacion de las interacciones esenciales de apilamiento, limitaindose a contactos
inespecificos de baja energia No obstante, este resultado es congruente con los reportes en
literatura donde a partir de multiples estudios se destaca que el TMAO promueve estrés
oxidativo mitocondrial mediante la inhibicion del eje SIRT3-SOD2 y la subsecuente
activacion del inflamosoma NLRP3. Dado que este modelo de acoplamiento estatico descarta
una interaccién competitiva directa en el sitio activo, se sugiere que el mecanismo patolégico
del TMAO sobre SIRT3 opera a nivel de la represion en la expresion de la proteina o a través
de una modulacion indirecta en cascadas de senalizacion celular corriente arriba, descartando

un bloqueo farmacologico directo del sitio catalitico (ilustracion 35).

Con el objetivo de completar el complejo de sefializacion de TMAO en la enfermedad de
Parkinson y la activacion del complejo Inflamosoma NLRP3 se llevd a cabo el analisis y
esquematizacion de vias moleculares observandose que el acoplamiento de TMAO a SIRT3,
una enzima mitocondrial se relaciona directamente con un bloqueo de los complejos de
SODI1 a nivel extracelular, induce hiperfuncion de PINK-1, alteracién en la actividad de
parkinas e induccion de muerte celular regulada por citocromo C, caspasa 9 y 3 que favorecen
la activacion del complejo Inflamosoma NLRP3 por medio de via no canonica. A su vez, la
hiperfuncion de PINK-1 y la disfuncion de las parkinas favorece el desarrollo de un
inadecuado plegamiento de la a-syn que induce al desarrollo de autofagia y mitofagia. De
forma indirecta se integréd que el inadecuado plegamiento de dicha proteina favorece el
desarrollo de disfuncion de transporte microtubular de vesiculas sinapticas de forma
anterograda regulado por Kinesina-1, favoreciendo el desarrollo de acumulacion retrograda
de vesiculas sinapticas, que, en conjunto con la lipoperoxidacién regulada por especies
reactivas de oxigeno, induciendo asi fendmenos de excitotoxicidad regulados por glutamato
y dopamina. Como ultimo paso se observd que la interaccion de la TMAO con el complejo

reticular PERK favorece el desacoplamiento de la via del thioredoxoma, favoreciendo asi la
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acumulacion masiva de especies reactivas de oxigeno que perpettian el circulo vicioso de la

enfermedad de Parkinson (Ilustracion 36).

B Acoplamiento Molecular en un Modelo de C: -GPCR6A A iado a Vias de
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Tlustracion 33. Acoplamiento Molecular de Cadaverina con GPCR6A y su implicacion en la activacion del Inflamosoma NLRP3. En A
se muestran las estructuras tridimensionales de GPCR6A en modelo de hélices y de cadaverina (Extremo superior izquierdo), Asi mismo
se muestra la interaccion del ligando-receptor en modelos de hélices y laminas y barras y esferas, donde se observa el bolsillo de
acoplamiento entre ambas moléculas. En B se observa la distribucion de la afinidad calculada a partir de un Diagrama de Cajas y Bigotes
para las diferentes poses de Cadaverina en el GPCR6A. La linea central indica la mediana de la afinidad, mientras que la caja abarca el
50% central de las poses. El mejor puntaje de afinidad sefialado con el bigote inferior se encuentra aproximadamente en una diferencia
de Energia libre de Gibbs de -3.5 kcal/mol. La baja dispersion de los puntos y el estrecho rango entre puntuaciones de la caja indican una
alta convergencia y confiabilidad del ensayo de acoplamiento. En C se muestra el mapa de interacciones moleculares bidimensional entre
la cadaverina y los residuos clave del bolsillo de union del GPCR6A. Entre las interacciones se destacan dos puentes salinos (interacciones
ionicas senaladas a partir de lineas discontinuas rosadas) que se forman a partir de los grupos amino terminales de la Cadaverina con
los residuos ILE A:239 e ILE A:229. También se aprecian interacciones no covalentes hidrofobicas y de Van der Waals que estabilizan el
ligando en el bolsillo y le confieren las caracteristicas de union reversible entre el ligando y receptor.

7 Sobrecarga de
Ca )

Tlustracion 34. Esquematizacion de vias de seializacion reguladas por Cadaverina. En A se observa el complejo enzimdtico del
Streptococcus spp. para la sintesis de cadaverina. En B se observan las diferentes vias moleculares activadas por la Cadaverina implicadas
en la regulacion del inflamosoma NLRP3 y su implicacion en la PD.
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Afinidad Calculada en un Modelo de Acoplamiento Molecular de TMAO-SIRT3
iado a Vias de ion del
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1lustracion 35. Acoplamiento Molecular de TMAO con SIRT3 y su implicacion en la activacion del Inflamosoma NLRP3. En A se
muestran las estructuras tridimensionales de SIRT3 en modelo de hélices y laminas y de TMAO (Extremo superior izquierdo), Asi mismo
se muestra la interaccion del ligando-receptor en modelos de hélices y laminas y barras y esferas, donde se observa el bolsillo de
acoplamiento entre ambas moléculas y la caja de coordenadas de andlisis de afinidad. En B se observa la distribucion de la afinidad
calculada a partir de un Diagrama de Cajas y Bigotes para las diferentes poses de TMAO en SIRT3. La linea central indica la mediana
de la afinidad, mientras que la caja abarca el 50% central de las poses. El mejor puntaje de afinidad seiialado con el bigote inferior se
encuentra aproximadamente en una diferencia de Energia libre de Gibbs de -2.3 kcal/mol. La baja dispersion de los puntos y el estrecho
rango entre puntuaciones de la caja indican una alta convergencia y confiabilidad del ensayo de acoplamiento.
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Tlustracion 36. Esquematizacion de vias de seiializacion reguladas por TMAO. A la izquierda se observa el complejo
enzimadtico de diferentes especies bacterianas asociadas a la sintesis de TMAO y disbiosis en sujetos con PD. A la derecha
se observan las diferentes vias moleculares activadas por la TMAO implicadas en la regulacion del inflamosoma NLRP3 y
su implicacion en la PD.
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Con el objetivo de evaluar la capacidad de transmigracién de los diferentes metabolitos
bacterianos a través de la barrera hematoencefalica, se llevaron a cabo analisis
bioinformaticos de acoplamiento molecular dirigidos al estudio de transportadores
endoteliales asociados a xenobidticos y farmacos. Los ensayos se efectuaron sobre ABCG2

y ABCBI (Ilustracion 37 y 38).

Los resultados del acoplamiento mostraron que los diferentes metabolitos empleados en este
trabajo tienen una afinidad reversible con los sitios de union de los receptores ABCB1 y
ABCG2, lo cual puede explicar un eflujo de metabolitos a través de la barrera

hematoencefalica.

En el contexto de la BHE, se ha modificado la concepcion de una estructura meramente de
barrera y se ha establecido que hoy en dia es una estructura altamente dindmica y que se
centra en el transporte de sustancias a partir de diferentes proteinas. Entre las proteinas de
relevancia se encuentran diferentes transportadores de resistencia a multiples farmacos como
lo es ABCBI, quien juega un papel relevante en el eflujo de toxinas y farmacos y se ha
reconocido que muchos farmacos de naturaleza agonista dopaminérgica pueden ser

transportados por este tipo de MDR.

Asi, en el contexto de la EP, se ha establecido la hipdtesis en la cual este sistema de MDR
pueden jugar un papel relevante en la progresion de la enfermedad, mediando la acumulacién
de toxinas, entre las que se han destacado la importancia de aquellos elementos derivados del
microbioma, perdiéndose asi la capacidad de expulsar neurotoxinas derivadas del
microambiente bacteriano que pueden migrar secundarios a fenomenos disbidticos y el
desarrollo de Leaky Gut-Leaky Brain. Es por eso que, bajo este contexto de acumulacion de
neurotoxinas, podria existir un priming del complejo inflamosoma NLRP3 y favorecer los
fenémenos de piroptosis, lo cual lo vuelve un blanco de interés para estudios de acoplamiento
molecular y posibles vias de sefializacion no conocidas al momento en el desarrollo de la EP

(Muller, T., 2018).

En estudios experimentales citados por el autor se demostrd que modelos de cebado con LPS

y AP, favorecen la liberacion masiva de IL-1p y TNFa, modelos similares a los desarrollados
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en nuestro modelo con cebado con LPS y metabolitos bacterianos, ¢ induciendo la
produccion de interleucinas asociadas a procesos piroptoticos. Bajo este contexto
documental, Alasmari y cols., resaltan que la via del complejo inflamosoma NLRP3 juega
un papel relevante en la maduracion de pro IL-1p por medio de caspasa-1 de forma activa en

el parénquima cerebral.

Es altamente relevante sefalar que Alasmari y cols. Destacan que el alza en la produccion de
estas citocinas proinflamatorias genera una cascada de regulacion a la baja asociada a
ABCBI, modificando la transcripcion y expresion proteica de este MDR en el endotelio de
la BHE, favoreciendo la acumulacion de neurotoxinas y péptidos endogenos. En este
contexto el analisis de acoplamiento de los diferentes metabolitos de relevancia para nuestro
proyecto nos permitird conocer la relacion entre afinidad, eflujo y perdida de la funcion de
ABCBI favoreciendo el establecimiento de posibles vias implicadas en el EP (Alasmari, F.,

Ashby, C. R., Jr, Hall, F. S., Sari, Y., & Tiwari, A. K. (2018)).

En el contexto del Inflamosoma NLRP3, Hamilton y cols., hacen referencia a que el
inflamosoma es un sistema molecular complejo caracterizado por la activacion a través de
diferentes vias no clasicas, destacando la relevancia de los segundos mensajeros como
elementos de priming a través de los fosfatidilinositoles. Hamilton destaca que ABCB1 no
solo es un mecanismo estructural de eflujo a nivel de la BHE, sino que favorece la
homeostasis en el contexto de lipidos inmunes, observandose en los experimentos
desarrollados por el autor, que los modelos celulares con lineas RAW 264.7 mostraron que
los modelos knockout para ABCB1 presentaban una activacion defectuosa del complejo
inflamosoma NLRP3 frente a estimulos convencionales. En su trabajo, los autores destacan
que la alteracion funcional de ABCB1 modifican la concentracion de lipidos de cadena corta
a nivel de la membrana plasmatica provocando una alteracion en la sefalizacion de la
proteina adaptadora de Pis TIRAP y con ello, cambios en la regulacion de la via TLR/MyD88,
via directamente relacionada con la sintesis del subcomplejo NLRP3 de este inflamosoma,
frenando la transcripcion de este. La alteracion de ABCB1 modifica la configuracion lipidica
y favorece un alza en la actividad de las vias dependientes de PGE, y PKA, favoreciendo la

fosforilacion del residuo de serina 291 del subcomplejo NLRP3, generando una modificacion
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estructural que inhibe la funciéon del complejo y con ello, los fendmenos de priming,
mediados por NLRP3 (Hamilton, C., Olona, A., Leishman, S., MacDonald-Ramsahai, K.,
Cockecroft, S., Larrouy-Maumus, G., & Anand, P. K. (2022)).

Afinidad minima  Afinidad maxima Promedio de afinidad Modelos de Predominio de Reversibilidad
Ligando (Kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) Exhaustividad acoplamiento interacciones de unién
Cadaverina -3,031 -3,687 -3,378 64 20 No covalentes Si
Acetato de
sodio -1,958 -2,8 -2,268 64 20 No covalentes Si
Butirato de
sodio -2,67 -3,271 -2,877 64 20 No covalentes Si
Propionato de
sodio -2,365 -2,943 -2,596 64 20 No covalentes Si
TMAO -1,978 -2,268 -2,137 64 20 No covalentes Si
P-cresol -3,679 -4,29 -3,984 64 20 No covalentes Si
O-cresol -3,671 -4,476 -3,973 64 20 No covalentes Si
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Hustracion 37. Andlisis de acoplamiento molecular de metabolitos bacterianos sobre ABCB1/MDRI y via propuesta de translocacion
neurotoxica asociada a activacion de NLRP3. La figura muestra dos componentes. A) Presenta el resumen del acoplamiento molecular
entre metabolitos bacterianos de origen intestinal y el transportador ABCB1/MDRI, incluyendo cadaverina, acetato de sodio, butirato de
sodio, propionato de sodio, TMAQO, p-cresol y o-cresol. Se reportan la afinidad minima, afinidad mdxima, promedio de afinidad,
exhaustividad, numero de modelos de acoplamiento, predominio de interacciones no covalentes y reversibilidad de union. Los valores de
afinidad sugieren interacciones espontaneas de baja a moderada energia, compatibles con un acoplamiento reversible de metabolitos
bacterianos sobre regiones funcionales del transportador ABCBI. B) Representa la via propuesta mediante la cual metabolitos derivados
de disbiosis intestinal y aumento de permeabilidad intestinal podrian alcanzar la circulacion sistémica, interactuar con ABCB1 en la
barrera hematoencefalica y alterar su funcion de eflujo protector. El modelo plantea que la saturacion, inhibicion funcional o disminucion
transcripcional de ABCBI favoreceria la translocacion de metabolitos/neurotoxinas hacia el parénquima cerebral, promoviendo su
acumulacion y activando respuestas neuroinflamatorias mediadas por células gliales. Esta acumulacion podria inducir sefializacion
inflamatoria con participacion del inflamasoma NLRP3 y liberacion de mediadores como IL-1f y TNF-a, contribuyendo a daiio neuronal
dopaminérgico y progresion neurodegenerativa. En conjunto, el modelo propone que ABCB1 pudiese actuar como un nodo regulador entre
metabolitos bacterianos periféricos, disfuncion de barrera, acumulacion parenquimatosa de neurotoxinas y activacion del inflamasoma
NLRP3, integrando un posible mecanismo de neuroinmunobiosis asociado a progresion de la enfermedad de Parkinson.
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ABCG2 comprende una proteina con funcion de bomba de eflujo transmembrana
dependiente de ATP, la cual permite la extrusion de metabolitos endogenos, xenobioticos y
toxinas fuera de la célula. Se ha reconocido que la hipofuncion de dicha bomba ya sea
mediante saturacion metabolica, inhibicién farmacolégica o polimorfismos genéticos
favorece la acumulacion de diferentes metabolitos endogenos y toxinas, los cuales, son

productos fagocitados por parte de la microglia y actian como un sistema de puente a partir

de DAMPS.

Esta ruta favorece la ruptura lisosomal y sirven como sefial de oligomerizacion del
inflamosoma NLRP3, favoreciendo los fendmenos de escision de la pro-caspasa-1 y la

maduracion de IL-1p e IL-18 asociados a piroptosis.

Se ha reconocido que la saturacion de este sistema de eflujo favorece la retencion de
metabolitos intracelularmente induciendo estrés celular severo y favoreciendo la liberacion
masiva de ROS por medio de disfunciéon mitocondrial, favoreciendo la activacion del

complejo NLRP3 a través de su via canonica.

Estos fendmenos son altamente relevantes ya que la expresion de ABCG2 es critica a nivel
de la BHE, permitiendo el aclaramiento de toxinas desde el parénquima cerebral, y cuando
existe falla del sistema, estos metabolitos de origen periférico pueden penetrar la BHE y
acumularse a nivel cerebral, con posterior censado de la microglia y favoreciendo la
activacion de la microglia mediada por la via del complejo NLRP3 y la induccién en la

actividad de la via de NF-xB.

Bajo esta concepcion, ABCG2 juega un papel relevante para estudiar nuevas vias de
sefializacion relacionadas al priming del complejo NLRP3 a partir de los diferentes
metabolitos de interés que se relacionan en el desarrollo de este proyecto de investigacion

(Schulz, J. A., Hartz, A. M. S., & Bauer, B. (2023)).

Chen y cols., en 2018 destacan que la via del inflamosoma NLRP3 asociado a ABCG2
comprende un circuito de retroalimentacién donde el inflamosoma regula la maquinaria de

eflujo celular, en modelos intestinales, que sirven como mecanismos de asociacion entre los
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fenomenos de leaky gut y leaky brain importantes para este proyecto de investigacion. En su
trabajo Chen demostro a través de modelos celulares con células HT-29 que la acumulacion
de metabolitos solubles con capacidad de precipitacion, como ocurre con el acido urico
incrementa drasticamente la expresion de ARNm y proteina de ABCG2, asi como la
translocacion proteica desde el compartimiento intracelular a la membrana plasmaética,
permitiendo el eflujo de metabolitos. Cuando hay una saturacion o disfuncién de la
maquinaria proteica de ABCG2, se desencadenan las sefiales canonicas de respuestas

inmunes que asociacion a complejos como ASC y caspasa-1.

Asi mismo, Chen reconoce que diferentes metabolitos solubles actiian regulando la actividad
al alza del inflamosoma NLRP3 a través de la via de sefializacion regulada por
TLR4/NLRP3/Caspasa-1, permitiendo el priming del complejo NLRP3 favoreciendo una
expresion de la via regulada por MYDS8S y activacion de NF-«xB.

Asi, Chen sefiala que el aumento en la expresion de la maquinaria de eflujo inducido por los
metabolitos solubles depende parcialmente de la activacion de la via TLR4-NLRP3 y de la
via PI3K/Akt. Estableciéndose asi un sofisticado mecanismo de retroalimentacion que busca

mitigar fenomenos inflamatorios regulado por complejo inmunes del sistema innato.

Esta informacion juega un papel relevante para comprender mejor los efectos duales
observados en los resultados de viabilidad celular de este proyecto y tener un mejor sustento
bibliografico que explique el papel del inflamosoma no solo como un complejo de
neurodegeneracion sino como un sistema de regulacion del grado de inflamacién en

parénquima cerebral (Chen, M., Lu, X., Lu, C., Shen, N., Jiang, Y., Chen, M., & Wu, H. (2018)).
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Ligando

Afinidad
minima
(Kcal/mol)

Afinidad
maxima
(kcal/mol)

Promedio de
afinidad
(kcal/mol)

Exhaustividad

Modelos de
acoplamiento

Predominio de
interacciones

Reversibilidad de unién

Cadaverina -2,953 -3,778 -351 64 20 No covalentes Si
Acetato de
sodio -2,28 -2,654 -2,441 64 20 No covalentes Si
Butirato de
sodio -2,787 -3,545 -3.139 64 20 No covalentes Si
Propionato de
sodio -2,631 -3,423 -2,87 64 20 No covalentes Si
TMAQO -2,12 -2,593 -2,373 64 20 No covalentes Si
P-cresol -3,883 -5,117 -4,323 64 20 No covalentes Si
O-cresol -4,031 -5,007 -4,323 64 20 No covalentes Si
B
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NLRP3: complejo patogénico vs regulador del grado de inflamacién parenquimatosa infamasoma

Ilustracion 38. Andlisis de acoplamiento molecular de metabolitos bacterianos sobre ABCG2 y via propuesta de activacion del
inflamasoma NLRP3. La figura muestra dos componentes. A) Presenta el resumen del acoplamiento molecular entre metabolitos
bacterianos de origen intestinal y el transportador ABCG2/BCRP, incluyendo cadaverina, acetato de sodio, butirato de sodio, propionato
de sodio, TMAO, p-cresol y o-cresol. Se reportan la afinidad minima, afinidad mdxima, promedio de afinidad, exhaustividad, nimero de
modelos de acoplamiento, predominio de interacciones no covalentes y reversibilidad de union. En conjunto, los valores de afinidad
sugieren interacciones espontaneas de baja a moderada energia, compatibles con un posible acoplamiento reversible de metabolitos
bacterianos sobre regiones funcionales del transportador ABCG2. B) Representa la via propuesta mediante la cual metabolitos bacterianos
periféricos podrian modular la barrera hematoencefalica y favorecer la activacion inflamatoria parenquimatosa. El modelo plantea que
la acumulacion luminal/circulante de metabolitos derivados de disbiosis intestinal podria saturar o modificar la actividad de ABCG2,
alterando el eflujo de xenobioticos/toxinas y favoreciendo su entrada al parénquima cerebral. Esta acumulacion actuaria como detonante
de senializacion inflamatoria mediada por TLR4/MYDSS8/NF-kB, promoviendo el priming transcripcional de componentes del inflamasoma.
Posteriormente, la activacion de PI3K/Akt y el ensamblaje canonico de NLRP3/ASC/Caspasa-1 favorecerian una respuesta inflamatoria
parenquimatosa. En conjunto, el modelo propone que ABCG2 pudiese actuar como punto regulador entre exposicion metabdlica periférica,
disfuncion de barrera, acumulacion de metabolitos bacterianos y activacion del inflamasoma NLRP3, integrando un posible eje de
neuroinmunobiosis asociado a neuroinflamacion y neurodegeneracion.

110



Conclusiones

En los diferentes ensayos experimentales se observd que la caspasa-1 tiene un efecto
citotoxico al adicionarse a medios de cultivo constituidos por macréfagos RAW 264.7. Se
observo que bajo los cotratamientos con acidos grasos de cadena corta como acetato el efecto
citotoxico de la caspasa-1 incrementaba significativamente, mientras que en el caso del
cotratamiento con butirato, el efecto citoprotector era estadisticamente significativo. Se
observo que el efecto una mezcla de acidos grasos de cadena corta tiene un efecto citotdoxico
estadisticamente significativo en macrofagos. Se llevo a cabo el calculo de la concentracion
inhibitoria media de caspasa-1 basado en los resultados obtenidos con estos ensayos,
obteniéndose que una concentracion igual a 7.5 mg es capaz de producir la muerte celular en

un 50% (Ilustracion 21).

Los ensayos de estimulacion con caspasa-1 en cocultivo de células RAW 264.7 y
neuroblastoma SK-N-SH fenotipo neuroblastico mostr6 que la caspasa presenta un fendémeno
citoprotector en estos ensayos. Asi mismo las curvas dosis respuesta de los diferentes
cotratamientos con AGCC demostraron que butirato presenta un mecanismo de accion dual
en el que el empleo de concentraciones de 5 pg presentan un efecto citoprotector, mientras
que a concentraciones de 50 pug presentaba un patron de incremento en la citotoxicidad. Se
observo una correlacion positiva fuerte entre los efectos citoprotectores de tratamientos con
acetato y butirato. Ensayos con propionato no demostraron cambios significativos en el

porcentaje de viabilidad celular en estos ensayos (Ilustracion 22).

Los ensayos realizados con estimulacion de acidos grasos de cadena corta como estimulo
exclusivo en macrofagos RAW 264.7 mostraron que la modulacion Dosis dependente de la
viabilidad celular mostraba un patrén de correlacion positiva fuerte para los ensayos
realizados con acetato y butirato, observandose en la curva dosis-respuesta nuevamente un
patron dual a dosis de 5 y 250 pg favoreciendo la citoproteccion de esta estirpe celular
(ilustracion 5). Respecto a los ensayos en cocultivo, se observd una correlacion positiva
fuerte en tratamientos con acetato y butirato, evidencidndose también en estos ensayos su
efecto citoprotector tanto para células inmunes y de fenotipo neuroblastico (ilustracion 23 y

24).
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La estimulacion de macréfagos RAW 264.7 con LPS de P. mirabilis y A. muciniphila
demostraron un efecto citotdxico dosis dependiente. Asi mismo se observé que el empleo de
tratamiento con AGCC presentaron un patron de correlacion positiva fuere en los diferentes
ensayos realizados, lo que sugiere su efecto citoprotector frente a diferentes endotoxinas de
origen bacteriano. En el contexto de ensayos de cocultivo, se demostré que los ensayos con
LPS a dosis de 5 pg presentaron un efecto citoprotector, evidenciandose un efecto dual de la
actividad de estas endotoxinas. Asi mismo se observd nuevamente el patron de correlacion
positiva fuerte en los ensayos de cotratamiento con AGCC demostrandose un efecto
citoprotector estadisticamente significativo tanto para células inmunolédgicas y de fenotipo

neuroblastico (Ilustracion 25 a 28).

Los ensayos realizados con cadaverina y TMAO en macréfagos RAW 264.7 mostraron un
efecto dual a diferentes concentraciones estudiadas, siendo la cadaverina citotoxica a
concentraciones de 5 y 50 pg y mostrando un efecto citoprotector a concentraciones de 250
pg; asi mismo, los ensayos con TMAO demostraron un efecto dual en la curva dosis
respuesta, teniendo un efecto citotdxico a concentraciones de 5 y 250 pg y un efecto
citoprotector a dosis de 50 pg. El analisis de los ensayos bajo coestimulo con acidos grasos
de cadena corta, muestran una tendencia dual en las curvas dosis respuesta, siguiendo los
mismos patrones previamente mencionados para la cadaverina, mientras que en los ensayos
con TMAO, se observd que los ensayos con butirato y la mezcla de los AGCC tienen un
efecto citoprotector lineal dosis dependiente. En el analisis de regresion lineal se observo un
patron de correlacion positiva fuerte en los ensayos con propionato acetato y butirato. En los
ensayos realizados en cocultivo, se observd un patrén dual dosis dependiente en estos
ensayos con cadaverina y caspasa, presentando efectos citoprotectores a concentraciones de
5 nug en ambos ensayos. asi mismo los ensayos de coestimulacion con AGCC muestran una
tendencia a la citoproteccion en ambos ensayos, siendo el propionato en ensayos con TMAO
aquel que muestra una respuesta con mayor tendencia lineal. El andlisis de correlacion
demostrod que solo los ensayos con butirato tienen un patrén de correlacion positiva fuerte

estadisticamente significativo, mientras que, en los ensayos con cadaverina, dicho patrén se
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presentd en ensayos con acetato y butirato. Si bien existe una correlacion positiva en los

ensayos con propionato, no son estadisticamente significativos (ilustracion 29 a 32).

A partir del modelado in silico de acoplamiento molecular se puede concluir que tanto los
AGCC y otros metabolitos derivados de la microbiota intestinal asociados a disbiosis en
enfermedad de Parkinson como la cadaverina y la TMAO juegan un papel relevante en la
regulacion a la baja o a la alta del complejo Inflamosoma NLRP3 comprendiéndose asi la
relacion intrinseca de los fenomenos disbidticos en la regulacion de los diferentes procesos
fisiopatologicos asociados a la Enfermedad de Parkinson desde una perspectiva integral

(Tlustracion 33 a 36).

A si mismo, los diferentes transportadores endoteliales asociados a barrera hematoencefalica
podrian jugar un papel relevante en el fujo de metabolitos bacterianos desde torrente
sanguineo hacia parénquima cerebral y con ello un papel relevante en la regulacion a la baja
o al alta del complejo Inflamosoma NLRP3 comprendiéndose asi la interaccion entre los
sistemas de transporte y la acumulacion de derivados metabolicos bacterianos a nivel del

parénquima cerebral (Ilustracion 37 y 38).
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