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Resumen

LaenfermaddeParkinson (EP)esunaenfermedad neurodegenerativa,
caracterizada principalmente por la muerte de las células
dopaminérgicas de la sustancia negra (SN) de la parts compacta
y por la disminucién en los niveles de dopamina en las terminales
estriatales, responsables de la mayoria de las alteraciones motoras
caracteristicas de esta enfermedad. Estas alteraciones bioquimicas
y motoras, son reproducidas por diferentes farmacos (anfetaminas,
reserpina), modelos basados en el uso de plaguicidas (rotenona
y paraquat) y modelos donde se utiliza sustancias toxicas (MPTP
y 6-hidroxidopamina). Todos estos modelos se caracterizan por
inducir modificaciones estructurales o funcionales de la transmisién
dopaminérgica nigroestriada. Sin embargo, ninguno de estos
modelos es capaz de reproducir en su totalidad todos los procesos
fisiopatoldgicosy las caracteristicas clinicas que en este padecimiento
se presentan. Por lo que en este trabajo se hace una revisién de
los principales modelos basados en el uso de plaguicidas, modelos
farmacoldgicos y uso de toxinas, y su relevancia para el estudio de la
enfermedad, dando especial enfoque en los mecanismos de accion de
estos modelos.
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Abstract

Parkinsondisease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized
mainly by the death of dopaminergic cells in the substantia nigra
(SN) pars compacta and decrease in the levels of dopamine in
striatal terminals, responsible for most of the characteristic motor
abnormalities. These biochemical and motor disturbances are
reproduced by different drugs (amphetamines, reserpine), models
based on the use of pesticides (paraquat and rotenone) and models
where toxic substances (MPTP and 6-hydroxydopamine) were used.
Allthese models are characterized by structural or functional changes
induced by nigrostriatal dopaminergic transmission. However, none
of these models is able to reproduce in full all pathophysiological
processes and clinical features in this condition are presented. So
therewillbe areview of the main models based onthe use of pesticides,
pharmacological models and use of toxins and their relevance to the
study of disease, with special focus on the mechanisms of action of
these models
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Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP) es una
enfermedad neurolégicadegenerativay progresiva
del sistema nervioso central (SNC), en cuyo cuadro
clinico se manifiestan sintomas principalmente
motores. Esta sintomatologia estd acompanada de
trastornos provocados por un mal funcionamiento
del sistema nervioso auténomo. Se ha demostrado
que esta patologia en etapas avanzadas afecta
los estados cognitivo y autondmico, viéndose
lo anterior reflejado en funciones ejecutivas,
habilidades visuoespaciales, memoria, lenguaje
e incluso pueden llegar a presentarse cuadros
demenciales.

Una de las principales caracteristicas
histopatolégicas de esta enfermedad es la pérdida
de las neuronas dopaminérgicas en el area
ventral de la sustancia nigra (SN), lo que conlleva
a trastornos motores; aunque diversas lineas de
evidencia sefialan que en algunos casos la pérdida
dopaminérgica se acompana de deficiencias
colinérgicas y de otros neurotransmisores que
implicanlaexpresiénde otros sintomas no motores.
Se proponen diversos mecanismos como causa
de esta patologia, algunos de ellos perfectamente
fundamentados y de caracter principalmente
ambiental y genético. Dentro de estos mecanismos
se incluye como factor principal el estrés oxidativo,
como respuesta a radicales libres; la disfuncién
mitocondrial, alteracion del citoesqueleto neuronal
y finalmente apoptosis, como consecuencia de
procesos subyacentes; gases téxicos emitidos
ambientalmente, manganeso, organofosforados,
monoxido de carbono y radicales ionizantes.

Se han desarrollado e investigado diversos
modelos experimentales, que senalan el o los
posibles mecanismos etiolégicos de la enfermedad
a base de farmacos, pesticidas, toxinas vy
modelos transgénicos, para poder desarrollar
e innovar nuevas moléculas que favorezcan la
neuroprotecciéon y disminuyan la muerte neuronal
neurodegenerativa caracteristica de la EP. Por lo
qgue en este trabajo de revisién se describen los

principales modelos y mecanismos de induccién de
EP, basadosenelusode plaguicidas, farmacolégicos
y uso de toxinas.

Rotenona

La rotenona es un pesticida organico extraido de las
raices de algunas plantas tropicales de los géneros
Lonchocarpusy Derris.Poseeunaaltaliposolubilidad
por lo que se facilita su transporte a través de
barreras bioldgicas y membranas celulares.! Se
ha demostrado que la inyeccién intracerebral de
rotenona inhibe del complejo mitocondrial I, lo que
provoca una alteracion en los niveles energéticos
exclusivo Unicamente de las células dopaminérgicas.
Trabajos realizados por Bertabet en el 2000,
demostraron que la administracién (2-3 mg/Kg/dia)
provoca la inhibicién del complejo | de la cadena
mitocondrial, a un nivel similar a la que se reportaba
en pacientes con la EP. Ademas, se observd una
degeneracion nigroestriatal altamente selectiva
y la presencia de inclusiones citoplasmaticas de
a-sinucleina positivos, similares a los cuerpos de
Lewy en neuronas dopaminérgicas de la SN.2% Sin
embargo aun se discute la toxicidad selectiva de la
rotenona. Estudios recientes han demostrado si
esta toxicidad selectiva se ve potenciada en ratones
por la inhibicion del gen NADH deshidrogenasa
ubiquinona proteinas Fe-S 4 (NDUFS4).4 Este gen
codifica para el complejo mitocondrial I, que como
se menciond anteriormente, es inhibido por la
rotenona, ya que este es su principal mecanismo
de accién sobre el dafo provocado a las neuronas
dopaminérgicas.

Trabajos realizados en nuestro laboratorio han
demostrado que la administracion de rotenona
(8 mg/kg) durante 10 dias, por via intraperitoneal
a ratas de 60 dias de edad posnatal, muestran
una disminucién en el nimero de células vivas
(dopaminérgicas), en comparacion al grupo control
(Figura 1).

Ratas tratadas con rotenona 2 mg/kg (s.c.) por 35
dias, han demostrado una disminucién en los niveles
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Figura 1. Efecto de la administracion de rotenona (8 mg/kg) a ratas de 60 dias de edad, en la inmunorreactividad

de la tirosina hidroxilasa.

de dopamina (70%-80%) ademas de la muerte de las
células dopaminérgicas, lo cual refleja un deterioro
en las funciones motoras, también presentaron
estados de inmovilidad (catalepsia). En este mismo
trabajo se demostré una disminucién del 60% en
los niveles de enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa (SOD) y glutatién, que contribuyen al
dafio neuronal.®

A continuacion se presentan algunas caracteristicas
qgue son importantes para considerar a la rotenona
como uno de los principales modelos de induccion
de Parkinson:

1) Reproduce la mayor parte de los trastornos
motores y las caracteristicas histopatolégicas de la
EP, incluso cuerpos de Lewy y algunas afecciones
asociadasal  a-sinucleina.14

2) La rotenona y otros pesticidas son potentes
inhibidores de la respiracién mitocondrial y estan
asociados con una alta incidencia de parkinsonismo
esporadico entre la poblacién principalmente de
zonas rurales.”

3) Presenta alta liposolubilidad, por lo que atraviesa
facilmente barreras bioldgicas sin depender de
transportadores; aunque en ocasiones estos pueden
favorecer dicho proceso.?

Dentro de los inconvenientes para la utilizacion de
rotenona como agente causal de parkinsonismo se
encuentra su alta fotorreactividad, por lo que tiende
a degradarse al contacto con fotones. Su principal
desventaja es la baja hidrosolubilidad que presenta,
lo que dificulta la elecciéon del vehiculo apropiado,
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asi como de la adecuada via de administraciéon que
ocasione el efecto deseado y un indice de mortalidad
bajo en los especimenes tratados.’

Es importante mencionar que generalmente este
insecticida se disuelve en compuestos polares
con la ayuda de compuestos surfactantes como
la carboximetilcelulosa (CMC) o el aceite de
ricino, debido a la alta lipofilicidad que presenta.
La solubilizacion con dimetilsulfoxido (DMSO)
puede minimizar el uso de surfactante o inclusive
impedirlo, todo depende de la cantidad de pesticida
que se desee solubilizar.®¢

Paraquat

Paraquat (dicloruro de 1,1-dimetil-4,4-bipiridilo),
es un herbicida de nitrégeno cuaternario, utilizado
en la agricultura para el control de maleza. Su
relacion etiolégica con la EP es relativamente
nueva; ya que aunque desde los anos 80’s se tenian
indicios sobre intoxicaciones agudas y muertes
ocasionadas por paraquat, se desconocia su relacion
con esta enfermedad; hasta que se comparé la
similitud estructural que compartia con MPP+ y
se dedujo que posiblemente compartian la misma
farmacodinamia.t®

Los primeros trabajos experimentales que
mencionan la posible relacion de paraquat con la
EP, fue realizada por Barbaeu en 1984, en donde
se relacionaba la patogénesis del parkinsonismo
con la embriaguez, el manganeso, el MPTP y
algunos pesticidas; entre ellos, paraquat. Estudios
recientes han demostrado experimentalmente que
el paraquat produce aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), agregaciones
de a-sinucleina o cuerpos de Lewy y lesiones
neuroselectivas de la SN, caracteristicas de la EP,

lo que ocasiona el cuadro clinico caracteristico de
la EP&11

El mecanismo de accion del paraquat se asemeja
de manera parcial al del cation MPP+, tal como lo
propuso Barbaeu en 1984, el paraquat en su estado
de catién divalente (paraquat++) puede someterse
a la via redox en microglia, a través de diaforasas
celulares como la NADPH oxidasa y la oxido
nitrico sintasa (NOS), lo que da como resultado un

cation monovalente (paraquat+) acompafado de
la produccién de superédxido que conlleva a estrés
oxidativo y por ende a una citotoxicidad, ademas,
el mismo catién monovalente es reconocido por el
transportador a dopamina (DAT), lo que provoca
una acumulacion en las neuronas dopaminérgicas
y esto a su vez a generacion de superéxido y
especies reactivas de dopamina ocasionado
por el establecimiento de nuevos ciclos redox
intracelulares, lo que conlleva a la neurotoxicidad
dopaminérgica.®

Actualmente los modelos de parkinsonismo con
paraquat, se realizan mayormente con su catiéon
divalente (paraquat++), aunque también se realizan
con su forma estable (paraquat). Las investigaciones
y modelados con paraquat incluyen estudios in
vitro con células de rata, asi como modelos in vivo
con insectos del género Drosophila, ratones de la
cepa C57BL/6 e inclusive estudios epidemiolégicos
relacionados a la salud ocupacional en humanos.1?14
Las concentraciones utilizadas en estudios in
vitro van desde 30uM hasta 10mM para inducir
parkinsonismo, en estudios in vivo se utilizan dosis
de 0.4 mg/Kg hasta 60mg/kg, esto varia segun de la
via de administracion que se maneje.

Anfetaminas

Las anfetaminas son ampliamente usadas como
psicoestimulantes. Ademas de sus propiedades
adictivas, los derivados de la anfetamina tales
como p-cloroanfetamina (PCA), metanfetamina,
3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA) y
fenfluramina también son altamente neurotoxicos.
Posee la peculiaridad de atravesar la barrera
hematoencefilica.t®

Entre los efectos de la metanfetamina se encuentra
agotamiento psicolégico, fisico y cognitivo, dado
por el bloqueo constante de las sefales somaticas
como el sueno y el hambre que advierten sobre
el deterioro funcional progresivo. En estos casos,
una vez que la droga desaparece totalmente del
organismo, pueden presentarse estados de gran
agitacion psicomotriz, asociados con conductas
violentas y delirios de persecucién muy semejantes
a los que aparecen en los cuadros de esquizofrenia
paranoide.l¢t7
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Se ha evidenciado que los pacientes con trastornos
debido al uso de metanfetaminas tenian 76% de
probabilidades de desarrollar la EP, en comparacion
con aquellas personas que no usaban esta droga
con frecuencia. Aunque en el estudio puntualizan
gue este riesgo solo ocurre en las personas que
consumen sobredosis de metanfetaminas, no es asi
en los pacientes que la consumen con fines médicos
como parte de un tratamiento debidamente
estructurado.!®

El mecanismo por el cual la metanfetamina induce
en la neurotoxicidad in vivo adn es controvertido.
Trabajos realizados por Guillot en 2008, han
demostrado que las anfetaminas producen un
aumento dramatico en los niveles de dopaminaenel
citosol, lo que resulta en estrés oxidativo.?

Reserpina

A finales de |la década de los cincuenta se demostrd
que la administracion sistémica de reserpina
provocabaunadisminuciénde dopaminaal bloquear
el almacenamiento vesicular, observandose
la aparicion de sintomas heterogéneos, tales
como sintomas motores observados en la EP,
como temblor, rigidez, acinesia y alteraciones
posturales y de la marcha, ademas, se presentan
efectos sedantes en los animales después de la
administracion de reserpina, acompafado por
signos de ptosis palpebral, hipocinesia, rigidez,
catatonia e inmovilidad.?%-22

Trabajos realizados por Heeringa y Abercrumbie,
demostraron que después de la administracion
de reserpina se observaba una disminucién en los
niveles de dopamina tanto en la SNpc y del cuerpo
estriado,alcanzando niveles de disminuciénde hasta
un 85%. También se ha demostrado que la reserpina
provoca un aumento en los niveles de aminoacidos
excitatorios en los ganglios basales.?®* Ademas la
administracion de reserpina induce un aumento en
los niveles de glutamato en el nicleo subtaldmico y
en los ganglios basales.?* Sin embargo, este modelo
presenta algunas desventajas para ser utilizado
como modelo biolégico para tratar de entender
la patogenia de EP, debido a que los efectos que
produce la reserpina son transitorios, no produce
una disminucién exclusiva de dopamina, sino que

también se ven afectados otros neurotransmisores
y ademas no provoca dafio o cambios morfolégicos
en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc que
son caracteristicos de la EP, y por ultimo provoca
la liberacion de aminoacidos que no estan
directamente relacionados con la EP2

MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina)

El descubrimiento del MPTP se produjo en 1982
en california, cuando la sintesis de un derivado de
la meperidina, el MPP (1-metil-4-fenilpiridinio),
dio lugar en uno de los procesos de la sintesis a la
obtenciéon de un producto intermedio el MPTP,
que fue auto-administrado por muchos adictos a
las drogas en sustitucién de la heroina, los cuales
desarrollaron un sindrome rigido-acinético grave
de inicio sub-agudo que mejoraba con levodopa y
agonistas dopaminérgicos.

Los mecanismos etiopatogénicos implicados en la
degeneracion dopaminérgica inducida por MPTP
son parecidos a los que se han postulado para los
pacientes conlaEP.EIMPTP tiene gran capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica. Unavezenel
cerebroes captada por las células gliales y por accién
de la enzima monoamino oxidasa B (MAO-B)
se transforma en el metabolito activo 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP+), el cual es captado por las
células dopaminérgicas a través del trasportador
de dopamina (DAT),? es por ello la selectividad de
esta droga al afectar las células dopaminérgicas.
Una vez en el citoplasma de estas células puede
almacenarse en las vesiculas mediante la accion el
transportador vesicular de monoaminas (VMAT), o
en las mitocondrias donde inhibe el complejo 1 dela
cadena mitocondrial transportadora de electrones,
lo que provoca una disminucion en la produccién
de ATP y un aumento en la produccion de radicales
libres que, secundariamente, produce la muerte
de las células dopaminérgicas de la SN a través de
mecanismo principalmente inflamatorios.?® Por lo
anterior, el MPTP se ha utilizado como un modelo
para inducir una degeneracioén selectiva de la SN.
La neurotoxicidad del MPTP ha sido demostrada
en diversas especies animales, entre los que
destacan macacos, gatos y ratones (C57 negro).?®
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Los efectos del MPTP en los ratones varian con
la edad del animal, la dosis, la via metabdlica y el
numero, la frecuencia de las inyecciones, ademas la
cepa del ratén juega un papel muy importante en la
sensibilidad al tratamiento con MPTP. La cepa mas
utilizada y sensible al MPTP es la C57/BL6. Esta
variabilidad en la sensibilidad al MPTP se atribuye a
diferencias genéticas.30 De los numerosos estudios
con MPTP en ratones como modelo experimental
de la EP, algunos se han basado en la administracién
subcutanea o intraperitoneal de una dosis de 10-20
mg/kg de MPTP en un intento de crear un modelo
presintomatico para el estudio de los mecanismos
compensatorios que suceden a la intoxicacion.
Sin embargo, los dos modelos mas utilizados en la
actualidad son los denominados “agudo y crénico”
por inyeccion intraperitoneal. En el modelo agudo
se administran cuatro dosis de MPTP (20 o 30 mg/
kg) en el mismo dia y el animal se sacrifica tres
dias después de la Gltima administracion.?*%2 En el
modelo crénico, podemos diferenciar dos pautas:
i) administracion de una sola dosis diaria de MPTP
(30 mg/kg) durante cinco dias consecutivos vy
sacrificio del animal tres dias después de la ultima
administracion,®33* vy ii) administraciéon de una dosis
al diade MPTP (4 mg/kg) durante 20 dias y sacrificio
siete dias después de la ultima inyeccién.333¢
Trabajos realizados en nuestro laboratorio han
demostrado que la administracién de MPTP (20 mg/
kg por 4 dias) por via intraperitoneal aratonesde la
cepa C57 /BL6, ademas de la muerte de las células
dopaminérgicas de la SN, se observa un aumento
en la inmunoreactividad para GFAP (marcador
de astrocitos), indicando estos resultados que la
muerte de las células dopaminérgicas, se debe a
procesos inflamatorios, provocados por la liberaciéon
de citocinas proinflamatorias de las células gliales
(Figura 2).

6-Hidroxidopamina

En 1968 Thoenen y Tranzer descubrieron una
neurotoxina capaz de producir degeneracién de
las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales,
esta droga es el andlogo de la dopamina la
6-hidroxidopamina  (6-OHDA).¥? Las células
noradrenérgicas tienen mas sitios de union de baja
afinidad a la 6-OHDA, por lo que la neurotoxicidad
es mayor que sobre las células dopaminérgicas.

El ingreso de la 6-OHDA a la célula estd mediado
por el DAT, aunque la 6-OHDA inhibe la cadena
respiratoria mitocondrial, los principales danos
se deben a la elevada producciéon de H202,
radicales libres y quinonas que son producto de su
metabolizacioén, lo que provoca un rapido descenso
en enzimas antioxidantes y en conjunto, dafo en la
estructuray metabolismo celular.

La administracion de 6-OHDA por via estereotaxica
produce destruccion selectiva de neuronas
dopaminérgicas nigrales, de sus terminales
estriatales y de los niveles de DA, serotonina,
encefalinay sustancia P estriatales. Ladegeneracion
neuronal afecta por igual tanto a las neuronas
dopaminérgicasdelaSNpcqueproyectanalestriado,
como a las del drea tegmental ventral que forman
partedelsistemamesolimbico.®® Ademas,seobserva
una reduccién maxima de las concentraciones
de dopamina entre el tercer y el cuarto dia tras la
inyeccion. Desde el punto de vista conductual, los
animales con lesién unilateral de la SN, inducida por
inyeccion directa en el haz nigroestriado o en la SN,
se presentan inmediatamente después de la cirugia
y de forma espontdnea una conducta rotatoria
ipsilateral alalesién que se mantiene durante las 24
horas siguientes. Esta conducta rotatoria se debe
al desequilibrio que existe entre el contenido de
dopamina en el estriado homolateral y contralateral
alalesién dopaminérgica, de tal forma que el animal
tiende a rotar siempre hacia el lado contralateral
al estriado dominante.® La lesién unilateral de
la SN también induce cambios neuroquimicos y
electrofisiolégicos en el sistema nigroestriado que
intentan compensar el déficit de dopaminainducido
por la pérdida de neuronas dopaminérgicas. Por
ejemplo, se hadescritounainducciény activacionde
tirosina hidroxilasa (enzima limitante de la sintesis
de catecolaminas) en las neuronas dopaminérgicas
todavia funcionantes, aumento de la cantidad de
dopamina liberada en el estriado por las terminales
dopaminérgicas existentes y un aumento en el
numero de receptores dopaminérgicos estriatales
postsindpticos (sobre-expresiéon). Este aumento
aparece Unicamente cuando la pérdida de neuronas
dopaminérgicas es superior al 90% vy tiene lugar
al cabo de 4 semanas de haberse producido la
denervacion dopaminérgica. En general, la mayoria
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de los trabajos publicados demuestran que el
fenémeno de hipersensibilidad por denervacion
o “sobre-expresion” afecta preferentemente a los
receptores dopaminérgicos estriatales D2. Sin
embargo, aunque algunos cambios neuroquimicos
son ya evidentes con lesiones dopaminérgicas

Control

GFAP

Control

GFAP

GFAP

GFAP

parcialeslaactividaddelasneuronasdopaminérgicas
delaSN Gnicamenteincrementacuandoladeplecion
de dopamina estriatal es superior al 96%. En estos
casos la frecuencia de descarga de las neuronas
dopaminergicas de la SN se incrementa, pero no es
suficiente para compensar el déficit de dopamina.®?

MPTP

MPTP

Figura 2. Efecto de la administracion de MPTP (30mg/kg) a ratones de la cepa C57/BL6 de 60 dias de edad, en la

inmunorreactividad de la GFAP.
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