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Resumen

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo y progresivo, que se caracteriza por un conjunto
de alteraciones principalmente motoras como consecuencia de la pérdida de mas del 70% de neuronas dopaminérgicas
en la Sustancia Nigra pars compacta (SNpc), aunque la etiologia exacta de esta enfermedad es aln desconocida se ha
demostrado su relacion con estrés oxidativo cominmente consecuente a afecciones mitocondriales, procesos
neuroinflamatorios, excitotoxicidad, factores neurotroficos y disfunciones proteosomales que concluyen con muerte
celular programada o apoptosis. Estos procesos bioquimicos pueden ser reproducidos selectivamente por firmacos
como O-metil-para-tirosina, anfetaminas y reserpina, algunos plaguicidas como rotenona y paraquat y toxinas como 6-
hidroxidopamina y MPTP; motivo por el que se han empleado para modelar esta condicion patologica, con la finalidad
del estudio propio de la enfermedad o el desarrollo de técnicas y moléculas que coadyuven a la terapéutica de esta. A
pesar de que se han disenado modelos genéticos para inducir esta enfermedad, no hay referencias de alguno que pueda
reproducir todos los procesos fisiopatologicos y caracteristicas clinicas que en este padecimiento se presentan; por lo
que algunos pueden ser mas aptos para el modelaje de esta patologia. Uno de los mas utilizados es la toxina MPTP por
su alta capacidad de traspasar barreras bioldgicas y la elevada similitud de los efectos que produce con los que se
presentan en la EP. En esta revision condensamos las caracteristicas principales de los modelos de parkinsonismo que
hoy en dia se emplean, para facilitar la tarea de los investigadores de este campo.

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, Sustancia Nigra, Modelos Farmacolégicos, MPTP, Modelos Genéticos,
Parkinsonismo.

Abstract

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative and progressive disorder that is characterized by a set of motor
disturbances mainly due to the loss of over 70% of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc),
although the etiology of this disease is still unknown has shown its relationship with oxidative stress commonly
consequent to mitochondrial disorders, neuroinflammatory processes, excitotoxicity, neurotrophic factors and
dysfunction proteosomales concluding with programmed cell death or apoptosis. These biochemical processes can be
selectively reproduced by drugs such as a-methyl-para-tyrosine, amphetamine and reserpine, as some pesticides such as
rotenone and paraquat, some toxins such as MPTP and 6-hydroxydopamine; reason that have been used to model this
pathological condition, with the purpose of studying the disease or the development of techniques and molecules that
contribute to this therapeutic. Although genetic models are designed to induce the disease, does not exist someone who
can reproduce all the pathophysiological processes and clinical characteristics are presented in this condition; so some
may be more suitable for modeling this disease. One of the most used is the toxin MPTP; for its high ability to pass
biological barriers and the high similarity of the effects produced with those presented in the EP. In this review we
condense the main features of the usually Models of Parkinsonism to facilitate the task of researches in this field.
Keywords: Parkinson Disease, Substance Nigra, Pharmacological Models, MPTP, Genetic Models, Parkinsonism.
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I. Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP) o “parilisis
agitante” como la nombré en 1817 James
Parkinson, es una enfermedad neurologica
degenerativa y progresiva (abiotrofia) del
Sistema nervioso central (SNC) en cuyo
cuadro clinico se manifiestan sintomas
principalmente motores como bradicinesia,
acinesia, temblor, rigidez e inestabilidad
postural. El efecto que subyace a la EP es la
pérdida de las neuronas dopaminérgicas en el
area ventral de la Sustancia Nigra pars
compacta (SNpc) lo que conlleva a trastornos
principalmente motores. Esta sintomatologia
puede estar acompanada de fenomenos
disautonémicos como la dificultad para
realizar tareas finas, micrografia, hipotonia o
disartria. Diversas lineas de evidencia sefalan
que en algunos casos la  pérdida
dopaminérgica se acompana de deficiencias
colinérgicas y de otros neurotransmisores
que implican la expresion de otros sintomas
no motores, principalmente en estados
avanzados afectandose funciones ejecutivas,
habilidades visoespaciales, memoria, lenguaje
e inclusive pueden llegar a presentarse
cuadros demenciales.

Aunque se desconoce su etiologia
exacta se proponen diversos mecanismos
como causa de esta patologia; algunos de
estos fundamentados y de caracter
principalmente ambiental y genético. Dentro
de los mecanismos se incluye como factor
principal el estrés oxidativo como respuesta
a radicales libres y peréxidos formados
principalmente en las reacciones de
generacion energética en las mitocondrias;
gases toxicos emitidos ambientalmente,
manganeso, organofosforados, monoxido de
carbono, radicales ionizantes, asbesto
inclusive las infecciones virales pueden
desencadenar sintomas parkinsonianos.

Dentro de otros mecanismos
propuestos como etiologia de la enfermedad
se encuentran la disfuncion mitocondrial,
alteracion del citoesqueleto neuronal y
finalmente apoptosis como consecuencia de
procesos subyacentes. Todos los
mecanismos propuestos se basan en la
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excitotoxicidad debido a la constante vy
alterada activacion de los receptores para
neurotransmisores de naturaleza excitadora,
como el glutamato que aumenta la
permeabilidad a calcio y por ende eleva las
concentraciones intracelulares de este ion lo
que desencadena dafo y muerte celular. Hoy
en dia, se han desarrollado diferentes
modelos experimentales de parkinsonismo in
vivo a base de farmacos, pesticidas, toxinas e
inclusive a partir de ingenieria genética, con
el objetivo de estudiar los mecanismos
fisiopatologicos de la enfermedad de
Parkinson asi como probar diferentes
moléculas enfocadas al tratamiento de ésta.

2. Modelos basados en el uso de
plaguicidas

Desde los anos 80’s, se ha estudiado la
relacion que hay entre la EP y la exposicién a
plaguicidas a través de diversos estudios
epidemiologicos que relacionan el riesgo a
padecer dicha enfermedad con la exposicion
a factores ambientales tales como sustancias
que provienen de procesos industriales, el
desarrollo en medios rurales y el uso de
productos agroquimicos.. Este Gltimo punto
en especial ha sido de gran importancia para
los investigadores ya que al conocer parcial o
totalmente el mecanismo de accion de
dichos agentes se puede inducir el dano
dopaminérgico que desencadena un cuadro
clinico caracteristico en los animales de
experimentacion empleados en estudios
preclinicos.

Entre los diversos factores se ha
mostrado gran interés en el uso de
plaguicidas para la reproduccién de modelos
de parkinsonismo.l-2 El término plaguicida, se
incluye en los biocidas y hace referencia a
todas aquellas sustancias de origen natural o
sintético utilizadas para exterminar, prevenir,
repeler o controlar cualquier plaga u
organismo no deseado; dentro de los
plaguicidas se clasifican los insecticidas,
herbicidas y fungicidas.. Uno de los
insecticidas mas estudiados y utilizados en
modelos de parkinsonismo es la rotenona,
ésta al igual que el herbicida paraquat, es
selectivamente toxica a las neuronas
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dopaminérgicas  nigroestriatales lo que
desencadena un cuadro clinico similar al que
se presenta en la EP.13

2.1. Rotenona

La rotenona es un pesticida y piscicida
organico que se extrae de las raices de
algunas plantas tropicales de los géneros
Lonchocarpus y Derris. Presenta una alta
liposolubilidad por lo que se facilita su
transporte a través de barreras biologicas y
membranas celulares.# El primer uso de la
rotenona como  agente causal de
parkinsonismo fue en el afo de 1985 cuando
Heikkila inyectd intracerebralmente este
inhibidor del complejo mitocondrial | y
demostro el dafo neuronal dopaminérgico
que esta podia causar a una concentracion
aproximada de 5mM y que ademas era
500,000 veces superior a su concentracién
maxima inhibitoria 50 (ICsp) que equivale a
[0nM.5 Sin embargo resultados similares
podrian haber sido obtenidos practicamente
por cualquier toxina mitocondrial. Este
hecho abri6 un nuevo campo de
investigacion ya que se relacioné la EP con
defectos mitocondriales sistémicos, por lo
que diversos grupos de experimentacion
comenzaron a trabajar con la administracion
sistémica de  toxinas  mitocondriales.
Posteriormente, en el afo de 1997 Ferrante
indico que la administracion de rotenona
(10-18  mg/kg/dia) produjo lesiones
cerebrales  inespecificas y  toxicidad
periférica.® En contraste, Bertabet en el afo
2000 valoro experimentalmente la inhibicion
del complejo I, a un nivel similar a la que se
reportaba en pacientes con la EP (2-3
mg/Kg/dia). Dicha dosis produjo
degeneracion nigroestriatal altamente
selectiva y ain mas sorprendente fue que las
ratas tratadas con rotenona desarrollaron
inclusiones  citoplasmaticas  a-sinucleina
positivos, similares a los cuerpos de Lewy en
neuronas dopaminérgicas de la Sustancia
Nigra (SN).2¢ Aunque en un inicio el uso de
la rotenona en modelos experimentales se
enfocé principalmente en probar la teoria de
la relacion entre la enfermedad y Ia
disfuncion mitocondrial; mas tarde se utilizd
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en modelos in vivo para representar la
patologia 'y probar nuevos farmacos
propuestos para tratar la EP. Esto como
consecuencia del cuadro clinico tan similar al
de esta enfermedad, que se presentaba
posterior a la administracion de dicho
plaguicida en los sujetos de experimentacion.
Dentro de estas caracteristicas que
comparte con la EP se encuentra Ila
acumulacién y agregacion de enddgenos
como a-sinucleina, a-sinucleina
poliubiquitinizada, cuerpos y neuritas de
Lewy, déficit de comportamiento sensible a
apomorfina, activacion de microglia temprana
y sostenida, modificacion oxidativa vy
translocacion de DJ-1, acumulaciéon de hierro
en la SN a través de un mecanismo que
implica la participacion de transferrina y su
receptor 2, déficit en las funciones
gastrointestinales ocasionados por
desordenes del a-sinucleina en neuronas
entéricas; cuya acumulaciéon en duodeno e
ileon ocasionan la gastroparesis caracteristica
de la enfermedad.Z Se ha reportado que la
administracién sistémica de rotenona puede
presentar ~ ademas  otras  afecciones
caracteristicas de la EP; como la patologia de
la retina, pérdida de testosterona y algunos
trastornos de suefo.s Posterior a los
estudios en ratas, el modelo se ha podido
reproducir  exitosamente en ratones,
insectos y nematodos como Drosophila y C.
elegans.>78

Aunque aun se discute si la rotenona
presenta o no, toxicidad selectiva ante las
neuronas dopaminérgicas, estudios recientes
demuestran estar a favor acerca de dicha
selectividad, ademas de que se ha reportado
que esta toxicidad selectiva se ve potenciada
en ratones por la inhibicion del gen NDUFS4
cuyo nombre  oficial es  “NADH
deshidrogenasa (ubiquinona) proteina Fe-S
4”2 Este gen codifica para el complejo
mitocondrial | que como se menciond
anteriormente, es inhibido por la rotenona
siendo éste el principal mecanismo de accion
sobre las neuronas dopaminérgicas, aunque
no es el Unico, puesto que estudios recientes
demuestran que la inhibicion del complejo |
no es una causa directa de la muerte de
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neuronas dopaminérgicas. Existen otros
mecanismos  subyacentes que se han
reportado para rotenona, como la
despolimerizacién de los microtubulos y la

acumulacion de especies reactivas de
dopamina y especies reactivas de oxigeno
(ROS) en cultivos de mesencéfalol (Figura

).

BARRERA *®
HEMATOENCEFALICA
o
ROTENONA: * Rot
)
-
o
6-OHDA 6-OHDA !
I
ASTROCITO i
MPTP PTP
PARAQ Paraquat e o
 *do Dopamina NEURONA
DOPAMINERGICA
. Paraquat +2
14 Paraquate
(@]

Figura |. Mecanismo fisiopatolégico de los principales agentes neurotoxicos empleados en modelos de

parkinsonismo 01842446263

Ademas de la autofagia que se presenta
como una importante respuesta celular ante
el estrés oxidativo que se desencadena.ll

Entre los modelos que hoy se
manejan para representar la EP, el de
rotenona es uno de los que mas han
destacado, principalmente por tres puntos:

I) Reproduce la mayor parte de los
trastornos motores y las caracteristicas
histopatolégicas de la EP, incluso cuerpos de
Lewy y algunas afecciones asociadas al a-
sinucleina.ll-4

2) La rotenona y otros pesticidas son
potentes inhibidores de la respiracion
mitocondrial y asociados con una alta
incidencia de parkinsonismo esporadico
entre la poblacion principalmente de zonas
rurales.!

3) Presenta alta liposolubilidad por lo
que atraviesa facilmente barreras biologicas
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sin depender de transportadores; aunque en
ocasiones estos pueden favorecer dicho
proceso.l0

Entre los inconvenientes de rotenona
como agente causal de parkinsonismo se
encuentra su alta fotorreactividad por lo que
tiende a degradarse al contacto con fotones
pero su principal desventaja es la baja
hidrosolubilidad que presenta, lo que dificulta
la eleccion del vehiculo apropiado asi como
de la adecuada via de administracion que
ocasione el efecto deseado y un indice de
mortalidad bajo en los especimenes
tratados.!2

Actualmente existen variantes en
este modelo de parkinsonismo. Se trabaja
tanto en modelos in vivo como en modelos in
vitro. La via de administracion en modelos in
vivo puede ser subcutanea, oral, e incluso
intracerebral con dosis que van desde
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0.2mg/kg hasta 100mg/kg aspecto que varia
segun la via de administracion o tipo de
tratamiento, llamese cronico u agudo.!3 Este
modelo se reproduce generalmente en ratas
Sprague-Dawley, ratones de la cepa C57BI/6)
y C57Bl/6é o insectos del género
Drosophila.>!# 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 solubilizacién con
dimetilsulféxido (DMSO) puede minimizar el
uso de surfactante o inclusive impedirlo,
todo depende de la cantidad de pesticida que
se desee solubilizar.61!

2.2. Paraquat

Paraquat (dicloruro de I,I'-dimetil-4,4'-
bipiridilo), es un herbicida de nitrégeno
cuaternario, tipo bipiridilo ampliamente
utilizado en la agricultura para el control de
maleza.l> En su introduccién al mercado, en

los anos 60’s no se tenia el suficiente
conocimiento sobre el alto indice de
toxicidad que puede presentar hacia la raza
humana; hoy en dia este aspecto es mas
estudiado y por ende mas controlado. Su
relacion etioldgica con la EP es relativamente
nueva; ya que aunque desde los afos 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+ (Figura 2) y se
dedujo que posiblemente compartian la
misma farmacodinamia.l2 Hasta el 2010 solo
se tienen reportados 95 casos que relacionan
el paraquat como agente causal de la EP,
debido a que su efecto téxico sistémico
ocurre de manera espontanea, incluso hasta
llegar a la muerte, lo que impide que se
evidencie el parkinsonismo.lé Esta ha sido la
causa por la que los estudios modelados con
paraquat se utilizan con mayor frecuencia
para fines de investigacion propios de la
molécula y con menor frecuencia para
inducir parkinsonismo.

Figura 2. Comparacion estructural del herbicida paraquat con MPP+, metabolito de la toxina MPT
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La primer publicacion que menciona Ila
posible relacién de paraquat con la EP, fue
realizada por Barbaeu en 1984, en un articulo
de revision sobre las estrategias de
investigacion del Parkinson; en el relacionaba
la patogénesis del parkinsonismo con Ila
embriaguez, el manganeso, el MPTP y algunos
pesticidas.1Z

Estudios recientes han demostrado
experimentalmente que el paraquat produce
cambios subcelulares ligados a la EP,
aumento en la produccion de ROS,
agregaciones de alfa-sinucleina o cuerpos de
Lewy y lesiones neuroselectivas de la SN; lo
que ocasiona el cuadro clinico caracteristico
de la EP.1Z.10

El mecanismo fisiopatolégico mas
recientemente propuesto se asemeja de
manera parcial al del cation MPP*, tal como
lo propuso Barbaeu en 1984. Se propone
que paraquat en su estado de cation
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*) acompanado de la produccién de
superoxido que conlleva a un estrés
oxidativo y por ende a una citotoxicidad
(Figura ). Pero este no es el principal
mecanismo que conlleva a las afecciones
dopaminérgicas, pues en el mismo trabajo se
propone que este catibn monovalente es
reconocido por el Transportador a
Dopamina (TAD) lo que provoca una
acumulacién en las neuronas dopaminérgicas
y esto a su vez, la generacion de superoxido
y especies reactivas de dopamina ocasionado
por el establecimiento de nuevos ciclos
redox intracelulares lo que conlleva a Ila
neurotoxicidad dopaminérgica.l% Ademas,
este cation monovalente es también un
sustrato para el transportador extraneuronal
de monoaminas o transportador de cationes
organicos un transportador bidireccional que
esta altamente expresado en astrocitos y
neuronas GABAérgicas en las regiones
nigroestriatales.!® En la propuesta de dicho
mecanismo se concluye que ambos
transportes coadyuvan al dano nigroestriatal,
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ademds de que podria existir una posible
interaccion entre las células dopaminérgicas y
las no dopaminérgicas debido a la naturaleza
de ambos transportadores; lo que altera la
funcion y viabilidad de la via nigroestriatal.l%1é

Actualmente los modelos de
parkinsonismo con paraquat, se realizan
mayormente con su cation 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 epidemiologicos
relacionados a la salud ocupacional en
humanos.122022 Las concentraciones
manejadas en estudios in vitro van desde
30uM hasta I10mM para  inducir
parkinsonismo, en estudios in vivo se manejan
dosis de 0.4 mg/Kg hasta 60mg/kg, esto varia
segin de la via de administracién que se
maneje (se reportan por via oral e
intraperitoneal).’? La DLso en humanos es
aproximadamente de 3-5mg/kg y de 290 a
360 mg/kg en ratones.20

3. Modelos farmacolégicos

Los modelos farmacolégicos se caracterizan
por alteran o modificar las vias metabdlicas
claves e importantes en el desarrollo y la
homeostasis neuronal, esto permite el
modelado de parkinsonismo en diversas
especies de experimentacion, principalmente
roedores.2!

3.1. Alfa-metil-p-tirosina

El alfa-metil-p-tirosina es un inhibidor de la
enzima tirosina hidroxilasa. Este farmaco no
endogeno participa en la ruta de biosintesis
de catecolaminas, cuya actividad enzimatica
es regulada a través de la fosforilacion de
residuos de diferentes sitios de serina. Esta
droga es muy similar al efecto que ejerce la
reserpina, debido a que la disminucion en los
niveles de dopamina es transitoria sin
provocar neurodegeneracion de las células
dopaminérgicas de la via nigroestriatal.
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Existen muchos trabajos experimentales en
los que la a-metil-p-tirosina se utiliza en
combinacion con reserpina para potenciar el
efecto de agotamiento de la dopamina.23

3.2. Anfetamina

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) vy
fenfluramina  también  son  altamente
neurotéxicos. Este compuesto en su forma
pura posee el aspecto de un polvo blanco,
cristalino, inodoro, de sabor amargo y con
caracteristicas muy solubles. Ademas posee
la peculiaridad de atravesar la barrera
hematoencefalica.22

Entre los efectos de la metanfetamina
se encuentra sobre todo un estado creciente
de agotamiento psicolégico, fisico y cognitivo
dado por el bloqueo constante de las sefales
somaticas como el sueno, el hambre que
advierten sobre el deterioro funcional
progresivo. En estos casos, una vez que la
droga desaparece totalmente del organismo,
pueden presentarse ademas estados de gran
agitacion  psicomotriz  asociados  con
conductas violentas y delirios de persecucion
muy semejantes a los que aparecen en los
cuadros de esquizofrenia paranoide.2425

En el contexto de los modelos
utilizados para inducir parkinsonismo, la
metanfetamina se usa con mas frecuencia que
otros derivados de la anfetamina.2

En este sentido, se evidencié que los
pacientes con trastornos debido al uso de
metanfetaminas  poseian un 76% de
probabilidades de desarrollar la EP, en
comparacion con aquellas personas que no
usaban esta droga con frecuencia. Aunque en
el estudio puntualizan que 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.2¢
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El mecanismo por el cual Ila
metanfetamina induce en la neurotoxicidad in
vivo aun es controvertido. Existen dos
mecanismos propuestos para tratar de
explicar los efectos de las metanfetaminas
como modelo de induccion de
parkinsonismo. Un mecanismo propuesto
esta relacionado con el aumento dramatico
en los niveles de dopamina en el citosol, lo
que resulta en estrés oxidativo por el exceso
de la produccién de especies reactivas de
este neurotransmisor.22:22

3.3. Reserpina

Trabajos realizados por Carlsson y cols., a
finales de la década de los cincuenta,
demostraron que la administracion sistémica
de reserpina causaba una disminucion en los
niveles de catecolaminas, como dopamina y
noradrenalina al bloquear el almacenamiento
vesicular. Esto induce la aparicion de
sintomas heterogéneos, dentro de los cuales
destacan los sintomas motores que son
similares a los que se presentan en la EP,
como temblor, rigidez, acinesia y alteraciones
posturales y de la marcha, asi mismo, se
observa un efecto sedante en animales poco
tiempo después de la administracion de
reserpina, acompanado por signos de ptosis
palpebral, hipocinesia, rigidez, catatonia e
inmovilidad.30-32

Estudios realizados por Heeringa y
Abercrumbie en 1995, demostraron que dos
horas después de la administracion de
reserpina se observa una disminucién en los
niveles de dopamina del 85% en la SNpc y de
los niveles estriatales de dopamina pueden
alcanzar hasta un 95% de disminucion.3?
También se ha demostrado que la reserpina
provoca un aumento en los niveles de
aminoacidos excitatorios en los ganglios
basales.34 Robledo en 1991, demostré un
aumento del 50% de los niveles
extracelulares de glutamato después de la
administraciéon de reserpina en el nlcleo
subtalamico y en los ganglios basales.35.36

Este modelo ha servido para evaluar
la efectividad de distintos tratamientos y el
efecto que produce la pérdida del aporte de
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dopamina en el cuerpo estriado. También se
ha utilizado para investigar los efectos
terapéuticos de la levodopa y otros agonistas
dopaminérgicos, por lo que este modelo
fundamenta el estudio de la patogenia de
EP.37

4. Modelos basados en el uso de toxinas
4.1. MPTP

El descubrimiento del MPTP se produjo en 1982
en california, cuando un grupo de adictos a
drogas desarrollaron un sindrome rigido-
acinético grave de inicio subagudo que mejoraba
con levodopa y agonistas dopaminérgicos. Las
investigaciones posteriores pusieron de
manifiesto que este cuadro clinico era producido
por la inyeccion sistémica de un analogo sintético
de la heroina, la [ -metil-4-fenil-
propionoxipiperidina (MPPP), contaminado con
un subproducto, el MPTP.?*# La toxicidad del
MPTP quedé demostrada en los estudios de
Langston y sus colaboradores en siete jovenes
heroinbmanos de California que, tras la
autoadministracion de MPTP, presentaron la
sintomatologia parkinsoniana de forma aguda, con
alucinaciones, somnolencia y espasmos en las
extremidades. Tras la administracion croénica
presentaban alteraciones motoras como temblor
de reposo en las extremidades, rigidez, lentitud
en los movimientos y micrografia.*"

Los mecanismos etiopatogénicos
implicados en la degeneracion dopaminérgica
inducida por MPTP son parecidos a los que se
han postulado para los pacientes con la EP. El
MPTP es una molécula lipofilica con gran
capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica. Una vez en el cerebro es
captada por las células gliales y por accion de la
enzima monoamino oxidasa B (MAO-B)* se
transforma en el metabolito activo |-metil-4-
fenilpiridinio (MPP*), el cual es captado por las
células dopaminérgicas a través del TAD.2 Una
vez en el citoplasma de las células dopaminérgicas
puede almacenarse en las vesiculas mediante la
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accion  del  transportador  vesicular  de
monoaminas (VMAT), o en las mitocondrias
donde inhibe el complejo | de la cadena
mitocondrial transportadora de electrones, lo
que provoca una disminucién en la produccion 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 inflamatorios como respuesta al
estrés oxidativo que se genera.**

Por lo anterior, el MPTP se ha utilizado
para inducir una degeneraciéon selectiva de las
neuronas dopaminérgicas en la SN, por lo que se
utiliza para modelar la EP en murinos y primates
por denervaciéon de la via nigroestriatal. Sin
embargo, una limitacion inicial de este modelo es
que al principio no se observaban los
caracteristicos cuerpos de Lewy, que son
inclusiones de proteinas caracteristicas de la
enfermedad, aunque recientemente se ha visto
que la infusién continua de dosis mas bajas de
MPTP durante un largo periodo de tiempo si
logra reproducir las marcas histopatolégicas de la
EP.#

La neurotoxicidad del MPTP ha sido
demostrada en diversas especies animales, entre
los que destacan macacos, gatos y ratones (C57
negro).* Los efectos del MPTP en los ratones
varian con la edad del animal, la dosis, la via
metabdlica, el numero y la frecuencia de las
inyecciones. Asi, se ha demostrado que el dafo
causado por MPTP en a nivel mitocondrial se
incrementa con la edad del ratén*’ y que los
cerebros de ratones mas viejos acumulan mas
MPP* que los de los animales jévenes, lo que
puede contribuir al aumento de la sensibilidad a la
toxicidad por MPTP.#8

También hay una gran variabilidad en la
sensibilidad al tratamiento con MPTP, lo que
depende de la cepa de ratén intoxicada. La cepa
C57Bl/6 es la mas sensible a la intoxicacion
sistémica por MPTP, ya que en esta alcanza el
sistema nigroestriatal de manera mucho mas
selectiva que en otras cepas murinas® Esta
variabilidad en la sensibilidad al MPTP se atribuye
a diferencias genéticas.*®
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De los numerosos estudios con MPTP en ratones
como modelo experimental de la EP, algunos se
han basado en la administracion subcutinea 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 intoxicaciéon.®®
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 mg/kg)
en el mismo dia y el animal se sacrifica al cabo de
siete dias.>*? En el modelo crénico, podemos
diferenciar dos pautas: i) administracion de una
sola dosis diaria de MPTP (30 mg/kg) durante
cinco dias consecutivos y sacrificio del animal a
los siete dias®*** (Figura 3), y ii) administracién de
una dosis al dia de MPTP (4 mg/kg) durante 20
dias y sacrificio siete dias después de la ultima
inyeccién.>>*

Figura 3. Efecto de la administracion intraperitoneal de MPTP en ratones de la cepa C57BI/6. En el grupo
control se observa una mayor inmunorreactividad a Tirosina Hidroxilasa en Sustancia Nigra, lo que se
traduce como una mayor densidad de neuronas dopaminérgicas en comparacion con el que recibié 30mg/Kg
de MPTP por 5 dias, en el que la inmunorreactividad disminuye cuantitativamente mas del 70%.

4.2. 6-Hidroxidopamina

Pocos anos después de la publicacion del
modelo de reserpina en 1960 en la
investigacion de la EP, la degeneracién
nigroestriatal fue reconocida como un factor
primario de esta patologia. En este contexto,
surgieron varios modelos neurotoxicos con
el objetivo de tratar de reproducir Ila
degeneracion de las neuronas nigroestriatales
observada en la EP. En 1968 Thoenen y
Tranzer descubrieron una neurotoxina capaz
de producir degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales, esta droga
es el anidlogo de la dopamina, la 6-
hidroxidopamina (6-OHDA).3Z Inicialmente,
se sabia que la 6-OHDA causa deplecion de
noradrenalina en el corazén de raton.s839
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Posteriormente se descubrido que la
6-OHDA es capaz de provocar degeneracion
de neuronas dopaminérgicas como
noradrenérgicas y causar alteraciones en las
vias catecolaminérgicas del sistema nervioso
central y prefiérico. Estos tipos neuronales
son particularmente vulnerables a la 6-
OHDA debido a que los transportadores de
membrana de estos tipos celulares tienen
alta afinidad para esta molécula.s06L

El ingreso de la 6-OHDA a la célula
esta mediado por el TAD, el cual es un
simportador dependiente del gradiente de
concentracion de Na* generado por la
ATPasa de Na*/K*y requiere de la adicién de
dos iones Na* en el dominio extracelular
para que la catecolamina (6-OHDA) unida a
un ion de CI- pueda acoplarse, una vez que
esto ocurre, se produce un cambio
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conformacional del transportador que
permite el ingreso a la célula de Na*y de la
6-OHDA.&2

Si bien, la 6-OHDA inhibe la cadena
respiratoria mitocondrial, los principales
danos se deben a la elevada producciéon de
H,O,, radicales libres y quinonas que son
producto de su metabolizacién, lo que
provoca un rapido descenso en enzimas
antioxidantes y en conjunto, dafho en la
estructura y metabolismo celular.63

Aunque, a diferencia del MPTP, la
rotenona o el paraquat, la 6-OHDA puede
administrarse por inyeccion sistémica, esta
via no reproduce la lesién nigroestriatal de la
EP porque la 6-OHDA no atraviesa la
barrera hematoencefalica ni se acumula en el
parénquima cerebral.é* Por tanto, la 6-
OHDA debe inyectarse intracerebralmente
por estereotaxia en el haz prosencefilico
medial o directamente en el estriado o en la
SNpc 6563

Cuando esta droga es administrada
por via sistémica se ha observado que
destruye las terminales simpaticas
adrenérgicas y a dosis altas, los cuerpos
neuronales; pero carece de accion toxica
sobre el sistema nervioso central. En
contraste la inyeccién intracerebral por via
estereotaxica de 6-OHDA produce una
destruccion selectiva de neuronas
dopaminérgicas nigrales, de las terminales
estriatales y una deplecion en los niveles de
DA, serotonina, encefalina y sustancia P
estriatales. La degeneracion neuronal afecta
por igual tanto a las  neuronas
dopaminérgicas de la SNpc que proyectan al
estriado como a las del area tegmental
ventral que forman parte del sistema
mesolimbico.&0

Por otro lado, se ha demostrado que
la inyeccion intracerebral de 6-OHDA en la
SNpc o en el haz prosencefilico medial, las
neuronas dopaminérgicas comienzan a morir
en las 24 horas siguientes, sin que muestren
una morfologia apoptoética.éé La maxima
reduccion de las concentraciones de
dopamina se produce entre el tercer y el
cuarto dia tras la inyeccion.éZ Cuando se
inyecta en el estriado, la 6-OHDA produce
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una degeneracion retrégrada del sistema
nigroestriatal mas prolongada, que se
mantiene entre una y tres semanas tras la
lesion y las neuronas degeneradas presentan
una morfologia variada con caracteristicas de
apoptosis.t8-70

Desde el punto de vista conductual,
los animales con lesion unilateral de la SN,
inducida por inyeccion directa de 6-OHDA
en el haz nigroestriado o en la SN, mas la
administracion sistémica de anfetamina o
apomorfina, presentan un efecto rotatorio
asimétrico; esta rotacion puede ser
ipsilateral, cuando se administran sustancias
que incrementan la liberacion de dopamina
(anfetamina) o contralateral cuando se
administran agonistas dopaminérgicos
(apomorfina). Esta conducta rotatoria es
debida al desequilibrio que existe entre el
contenido de dopamina en el estriado
homolateral y contralateral a la lesién
dopaminérgica.4s

La lesion unilateral de la SN también
induce cambios neuroquimicos y
electrofisiologicos en el sistema
nigroestriado que intentan compensar el
déficit de dopamina inducido por la pérdida
de neuronas dopaminérgicas. Se ha descrito
una induccion y activacién de tirosina
hidroxilasa (enzima limitante de la sintesis de
catecolaminas) en las neuronas
dopaminérgicas todavia funcionales, aumento
de la cantidad de dopamina liberada en el
estriado por las terminales dopaminérgicas
existentes y un aumento en el nimero de
receptores dopaminérgicos estriatales
postsinapticos (up regulation). Este aumento
aparece Unicamente cuando la pérdida de
neuronas dopaminérgicas es superior al 90%
y tiene lugar al cabo de 4 semanas de
haberse producido la denervacion
dopaminérgica. En general, la mayoria de los
trabajos publicados demuestran que el
fenomeno  de  hipersensibilidad  por
denervacion o "up regulation" afecta
preferentemente a los receptores
dopaminérgicos estriatales D>. Sin embargo,
aunque algunos cambios neuroquimicos son
ya evidentes con lesiones dopaminérgicas
parciales la actividad de las neuronas
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dopaminérgicas de la SN Unicamente
incrementa cuando la deplecion de DA
estriatal es superior al 96%. En estos casos la
frecuencia de descarga de las neuronas
dopaminérgicas de la SN se incrementa, pero
no es suficiente para compensar el déficit de
DA%

Los animales con lesion unilateral en
SN, presentan una rotacion ipsilateral a la
lesion cuando se les administran sustancias
que aumentan la liberacién de dopamina
como anfetamina, y muestran una rotacion
contralateral al lado de la lesion cuando
reciben agonistas dopaminérgicos como
apomorfina. La rotacion contralateral
inducida por apomorfina u otros agonistas
dopaminérgicos, es debida al aumento del
numero de receptores dopaminérgicos que
existe en el estriado homolateral a la lesion
como consecuencia de la denervacién. Por el
contrario, la anfetamina al incrementar la
liberacién de dopamina en las terminales
presinapticas incrementa la concentracion de
DA unicamente en estriado contralateral a la
lesion, produciéndose un desequilibrio
funcional a favor del estriado contralateral.”!
Una ventaja de este modelo unilateral de
lesion en SN, es que se produce un sindrome
motor asimétrico y una conducta rotacional
cuantificable en respuesta a la administracion
de drogas que provocan la liberacion de
dopamina o directamente activan los
receptores para la dopamina (D-anfetamina y
apomorfina). Una de las principales ventajas
de este modelo es su su relativa especificidad
para lesionar neuronas dopaminérgicas y la
facilidad de medir conductualmente el grado
de la lesion, por lo que tiene caracteristicas
préximas a la EP.24

5. Modelos genéticos de induccion de
Parkinson

Existen tres tipos de modelos genéticos para
la induccién de Parkinson. El primero se basa
en la delecién de los genes que se encargan
del desarrollo y mantenimiento de las
neuronas dopaminérgicas. El otro tipo,
resulta de inducir o silenciar la expresion de
genes relacionados con las formas familiares
de la EP. El ultimo tipo resulta de Ila
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sobreexpresion de proteinas mutadas
principalmente en la SN.76.77.81.89

Los modelos de induccion de
Parkinson que afectan el desarrollo de las
neuronas dopaminérgicas se caracterizan por
la pérdida gradual, ademas, diversas
evidencias experimentales, han demostrado
que en los ratones de la cepa afaquia existen
mutaciones espontaneas en el gen que
codifica el factor de transcripciéon Pitx3. En
primera instancia se ha demostrado que
estas mutaciones provocan alteraciones en el
desarrollo del cristalino lo que causa la
perdida de la vista del raton. Posteriormente
se descubrié que esta mutacién provocaba
perdida de las neuronas dopaminérgicas en la
SN, después del nacimiento caracterizada
por un déficit motor, que mejoraba después
de la administracion de levodopa. Este
modelo, resulta de gran interés para estudiar
los factores asociados a la sobrevivencia de
las neuronas dopaminérgicas o a la respuesta
a tratamientos farmacologicos
sintomaticos.7273

Otro modelo de induccion de
Parkinson, resulta del silenciamiento del gen
Engrailed (Enl), el cual se expresa en
neuronas dopaminérgicas de la SN y esta
asociado a la sobrevivencia y desarrollo de
estas neuronas. Los ratones Enl */-
presentan una degeneracion progresiva de las
neuronas dopaminérgicas de la SN, entre las
8 y 24 semanas después del nacimiento,
ademds presentan un comportamiento
anhedonico y déficits motores.Z

Dentro de los modelos genéticos
relacionados con genes implicados en la EP
de tipo familiar se encuentran la alfa-
sinucleina, DJ-1 y parkina, en las que se han
descrito  multiples  polimorfismos  que
contribuyen a la aparicion de sintomas
caracteristicos de la EP.74

5.1. Parkina

Se sabe que las primeras mutaciones de este
gen se describieron en familias japonesas con
un parkinsonismo autosémico recesivo. Los
estudios posteriores demostraron que la
mutacion de este gen es la causa mas
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frecuente de parkinsonismo de inicio
temprano. La parkina es una ubiquitina ligasa
que marca sus sustratos para su degradacion
proteosomal. La mayoria de las mutaciones
provocan una pérdida funcional de la enzima
ligasa, esto afecta la ubiquitinacion y
degradacion de las proteinas.Z2 También se
ha reportado que los ratones deficientes en
parkina presentan una densidad neuronal
dopaminérgica normal tanto al nacimiento
como en la etapa adulta, aunque se creia que
se reproducirian las alteraciones motoras y
neurologicas del parkinsonismo juvenil. Sin
embargo, estos ratones no presentan
sistematicamente déficits en su funcion
neurologica, emocional, de aprendizaje o de
memoria que puedan asemejarse al
parkinsonismo. Ademas presentan un
aumento en la concentracién de dopamina
en el estriado y se ha demostrado en estos
ratones, una disfuncion mitocondrial y una
mayor sensibilidad al estrés oxidativo, por lo
que este modelo ha servido para entender la
interaccion entre parkina, estrés oxidativo y
la funcion mitocondrial.Zé

No se han encontrado alteraciones
motoras (mas alla de las que corresponden a
la variabilidad individual) y, en el terreno
neuroquimico, no hay deplecion
dopaminérgica, ni pérdida neuronal en la
SNpc. Por tanto, los ratones deficientes en
parkina solo serian un modelo atil para
preguntas muy concretas.’>76

5.2. Alfa-Sinucleina

La a-sinucleina es una proteina de 140
aminoacidos, se expresa en diferentes
regiones cerebrales (neocorteza, hipocampo,
sustancia negra, talamo y cerebelo) presente
principalmente en las terminales
presinapticas. Mutaciones de a-sinucleina
causan una forma rara de EP autosdmica
dominante y SNCA fue el primer gen
vinculado a EP familiar. Tres mutaciones
puntuales relacionadas con la EP (A30P,
A53T y E46K) se han identificado hasta el
momento. La duplicacién o triplicacion del
gen pueden causar la EP, asi, lo que sugiere

Castaneda-Achutigui et al.,

13

que el nivel de expresion de la proteina es
también un factor causal de la enfermedad.”z

La funcién de esta proteina hasta la
fecha es aln desconocida, aunque estudios in
vivo han demostrado que la O-sinucleina esta
relacionada con la funcion de las vesiculas
sindpticas en la liberacion de dopamina.
Aunque es una proteina fundamentalmente
neuronal, también se encuentra en células
gliales. En condiciones patologicas se agrega y
forma fibrillas insolubles que se integran en
los cuerpos de Lewy, cuya presencia se
asocia a la neurodegeneracion de las células
dopaminérgicas lo que constituye un
marcador biolégico de la EP. Los cuerpos de
Lewy consisten en inclusiones redondeadas
eosindfilas que contienen un centro de O-
sinucleina agregada, junto a otras proteinas y
un area de fibras radiadas. El patron de
distribucion de estas estructuras se
correlaciona con la severidad de Ila
neurodegeneracion. Sin embargo, no todas
las formas de EP contienen cuerpos de
Lewy.Z8

Se han creado diferentes lineas de
ratones knock-out para alfa-sinucleina que han
conducido a una variedad de anormalidades
en el cerebro y la médula espinal, inclusive
anormalidades mitocondriales, gliosis,
pérdida de neuronas motoras, la formacion
de agregados de alfa-sinucleina y algunas
anomalias  funcionales en el sistema
nigroestriatal, pero no ha habido ningln
informe consistente de la pérdida de
neuronas dopaminérgicas de SNpc. Del
mismo modo, la expresion de truncada de a-
sinucleina reduce los niveles de DA, aunque
no se observa un efecto sobre las neuronas
de la sustancia negra.”?

Por otro lado, el uso de promotor
para Thy-1, que impulsa la expresién de tipo
salvaje de a-sinucleina en las neuronas
corticales y subcorticales, asi como en SNpc,
conduce a la inclusion de a-sinucleina en el
bulbo olfatorio, SNpc y locus coeruleus.
También se detectd una disminucion
dependiente del tiempo en los niveles
estriatales de DA, observandose también una
reduccién en la expresion de TH en el
cuerpo estriado junto con aumento de la
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susceptibilidad a la toxicidad del MPTP, en
este punto se han obtenido numerosas lineas
transgénicas murinas que sobreexpresan la
variante mutante humana de la a-sinucleina
(mutacion  A30P) presentan wuna alta
vulnerabilidad dopaminérgica a la
intoxicacion con MPTP.8 Sin embargo, la
sobreexpresion de la variante A53T no
incrementa la sensibilidad de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc al MPTP.8!

Los efectos deletéreos de Ia
sobreexpresion de a-sinucleina mutante
parecen depender de la ganancia funcional de
la proteina; mientras que la pérdida de a-
sinucleina parece tener efectos minimos
sobre el desarrollo. Como ya se menciono,
basta con que exista una sobreexpresion de
a-sinucleina normal para que se produzca la
EP.82 El metabolismo aberrante de la a-
sinucleina silvestre podria ser la causa de la
pérdida de las células dopaminérgicas en los
pacientes que tienen la forma no-familiar de
la EP. 82

Estudios en modelos experimentales
y en el tejido cerebral de pacientes con EP
sugieren que la polimerizacién anormal de la
a-sinucleina o formacion de filamentos y
posteriormente agregados, pueden alterar la
funcion de las neuronas, los astrocitos y los
oligodendrocitos. Ademas, estas inclusiones,
especialmente si son de gran tamafho,
potencialmente pueden alterar en forma
directa el trafico intracelular u otras
funciones, lo que favorece la muerte celular
por otros tipos de estrés.83

En modelos experimentales de EP, la
sobre expresion de a-sinucleina puede matar
en forma selectiva a neuronas
dopaminérgicas. Estudios posteriores en los
que se maneja una transfeccién viral de a-
sinucleina o de algunas de sus variantes
mutantes han mostrado que las neuronas
dopaminérgicas son considerablemente mas
vulnerables que las  neuronas no
dopaminérgicas en la SN.8 La selectividad de
la toxicidad para las neuronas
dopaminérgicas ha  recibido  diversas
explicaciones. Varios grupos plantean que los
oligbmeros y protofibrillas de a-sinucleina
son un componente importante de la
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toxicidad de la EP. Se ha mostrado que la
forma protofibrilar de la a-sinucleina podria
permeabilizar las vesiculas membranosas de
manera transitoria, lo que altera la
homeostasis intracelular (por ejemplo, del
calcio), lo que predispone a las células a
sufrir apoptosis.85 Ademas se ha visto que la
toxicidad de a-sinucleina aumenta por la
generacion de radicales de oxigeno en
presencia de dopamina,8 y que la dopamina,
in vitro, puede formar aductos con a-
sinucleina.8Z La inhibicion farmacologica de la
produccion de dopamina (inhibidor de
tirosina hidroxilasa), es capaz de eliminar la
apoptosis inducida por a-sinucleina.8é

5.3. DJ-1

DJ-1 es una proteina ubicua. Descrita
inicialmente como un oncogén, localizada en
el citoplasma, que se asocia con Ila
mitocondria y el nucleo tras la oxidacién, se
ha demostrado que participa en la proteccién
frente al estrés oxidativo. Se han descrito
que las mutaciones puntuales (LI66P,
DI149A) en este gen causan una rara EP
autosomica recesiva de inicio temprano.8
Ratones knock-out para DJ-1 no muestran
anormalidades neuronales ni anatdmicas,
pero son mas sensibles a la intoxicacion con
MPTP, con mayor pérdida neuronal en la
SNpc y mayor denervacién dopaminérgica en
el estriado.82

La sobreexpresion DJ-1 se asocia con
un aumento de la proteccion contra la
neurodegeneracion inducida por toxinas. De
acuerdo con esta ultima observacidn, tanto in
vitro como in vivo, los datos indican que los
insultos toxicos conducen a la expresién
mejorada de DJ- |, probablemente como un
mecanismo de defensa para contrarrestar el
aumento del estrés oxidativo.8?

6. Conclusiones

La naturaleza y el mecanismo de accion de
los diversos agentes empleados en los
modelos de parkinsonismo, es variable. Para
la eleccion del modelo adecuado no solo se
debe considerar el mecanismo de accion,
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sino también la via y el vehiculo de
administracion, los efectos que prevé evaluar,
el indice de mortalidad al emplear cualquier
agente, el tipo de modelo (crénico o agudo)
y la evidencia cientifica que hay sobre el
agente que desee emplear. Hoy en dia, el
agente mas utilizado para la reproduccion de
modelos de parkinsonismo es la 6-OHDA, ya
que aunque se administra
intracerebralmente, presenta gran
selectividad de dano y el cuadro clinico que
se produce al dafnar ipsilateralmente puede
evaluarse tras la administracion de otros
agentes como anfetaminas, lo que facilita la
evaluacion del dano. Ademas, la evidencia
cientifica sobre esta neurotoxina es muy
extensa, lo que facilita su aplicacion.

Otro de los agentes quimicos
empleados con gran frecuencia, es Ila
neurotoxina MPTP, este a diferencia de la 6-
OHDA posee la particularidad de atravesar
la barrera hematoencefalica por lo que sus
vias de administracion suelen ser variables,
ademds es sumamente extensa la evidencia
cientifica sobre esta neurotoxina y es de los
agentes cuyo mecanismo de accion se
encuentra ampliamente estudiado. En el
modelado de parkinsonismo asi como de
otras patologias, se recomienda el uso de
dos o mas agentes para validar los resultados
obtenidos con ambos, en esta revision
hemos  plasmado  las  caracteristicas
principales de los agentes comunmente
utilizados para facilitar esta tarea.
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