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RESUMEN 

La rotenona (ROT) es el compuesto mas potente una familia de citotoxicos 

naturales que se extraen de las raices de algunas leguminosas como el barbasco (Derris 

elliptica). Tiene una vida media corta en el medio ambiente (2-3 dias) y facilmente se 

descompone con la luz solar. Por su origen natural la ROT ha sido ampliamente 

utilizada como insecticida para el control de plagas de afidos y pulgones en la 

agricultura y en uso domestico, asi como para eliminar peces en lagos (Caboni y cols. 

2004; Bove y cols. 2005). 

La ROT es un compuesto de alta solubilidad en lipidos, lo que le brinda facil 

acceso a todos los organos; en el cerebro alcanza su maxima concentracion despues de 

15 min. Una vez dentro, la ROT se acumula subcelularmente en las mitocondrias, donde 

se une a la enzima nicotinamida-adenin-dinucle6tido-deshidrogenasa (NADH-

deshidrogenasa) del complejo I de la cadena de transporte de electrones (Kilboum y 

cols. 1997; Betarbet y cols. 2002; Keeney y cols. 2006). Por la union de la ROT al 

complejo I mitocondrial, se utiliza experimentalmente como un potente inhibidor este 

complejo. 

En los EU, algunas areas agricolas tratadas con ROT estan bajo estricto control 

debido al aumento en la incidencia de sintomas de la enfermedad de Parkinson en la 

poblacion, lo que se ha atribuido a la exposicion ocupacional a la ROT, entre otros 

pesticidas (Ritz y cols. 2000). Hay estudios epidemiologicos que muestran una relacion 

positiva entre la exposicion a pesticidas y la enfermedad de Parkinson (Vanacore y cols. 

2002; Wirdefeldt K y cols. 2011). Los datos sugieren que la ROT puede tener efectos 

neurotoxicos que predisponen al desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Barlow y 

cols. 2004; Uversky y cols. 2004; Cory-Slechta y cols. 2005; Landrigan y cols. 2005). 

El panorama en Mexico sobre el riesgo que representa la exposicion a estos 

pesticidas es mas complejo, debido al escaso control de estos. A pesar de que la ROT se 

utiliza ampliamente en el sureste y en las zonas camaroneras del norte del pais, no se 

tienen registros sobre el uso de este u otros insecticidas. 

Estudios realizados por Ranjita Betarbet en 2000 y 2002 en ratas adultas 

mostraron que la exposici6n a ROT induce disminucion de las neuronas dopaminergicas 

y aumento del nfimero de neuronas positivas a a-sinucleina de la sustancia nigra, to que 

condiciona trastornos motores tales como catalepsia y trastornos de coordinaciOn. 
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En 1999 Langston y cols. propusieron que la exposici6n a sustancias 

neurotoxicas en edades tempranas puede reducir el nUmero de neuronas en la sustancia 

nigra, a un nivel minimo requerido para mantener la funcionalidad neuronal 

aparentemente normal. Pero a pesar de que las evidencias epidemiologicas y los datos 

obtenidos con modelos de la enfermedad de Parkinson en rata, apuntan a que la ROT es 

un factor de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad, todavia se desconoce si la 

exposici6n a ROT de madres gestantes y/o lactantes puede afectar el desarrollo del 

sistema dopaminergico nigroestriatal en sus crias, y producirles parkinsonismo o 

lesiones asociadas con la enfermedad de Parkinson en edades posteriores. 

Por lo tanto se requiere generar informacion sobre los efectos toxicos en la via 

nigroestriada en desarrollo que contesten preguntas fundamentales Lcomo la ROT 

durante el desarrollo embrionario puede inducir datios en las neuronas dopaminergicas 

nigroestriatales en desarrollo?, Llos dalios iniciados en el desarrollo embrionario 

pueden conducir al desarrollo del sindrome parkinsonico en los adultos jOvenes, o hacer 

mas susceptibles a estas neuronas al datio despues de varias exposiciones a esta toxina 

o a otros xenobioticos? 

Para tratar de contestar estas preguntas, ratas Wistar gestantes fueron tratadas con 

ROT in Utero y durante la lactancia, asi como tratadas Unicamente in Utero o la 

lactancia, con el fin de identificar la etapa de desarrollo en la que la ROT puede 

provocar mayor datio en las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra en sus crias. 

Se consideraron tres diferentes edades en las crias: la postnatal, jOvenes adultas y ratas 

de 12 meses de edad en las que se cuantificaron tres de las principales caracteristicas 

fisiopatologicas de la enfermedad de Parkinson: la perdida de neuronas dopaminergicas 

de la sustancia nigra, la concentracion de la proteina a—sinucleina en la sustancia nigra y 

el estriado, y la capacidad para ejecutar una prueba de actividad motora. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que la exposicion a 

ROT en etapas temprana del neurodesarrollo (la gestaci6n y la lactancia) de las ratas 

produce claims en la sustancia nigra, no solo en las crias expuestas indirectamente a ella, 

sino tambien en las madres, originando la disminuci6n del numero de neuronas tirosina 

hidroxilasa positivas, aumento en el contenido de la proteina a—sinucleina, que resulto 

ligeramente mayor en la sustancia nigra que en el estriado, ambos parametros guardan 

una estrecha relacion con deficiencias motoras observadas, que dependen de la etapa 

del neurodesarrollo y de la dosis de ROT a la que las crias se exponen, los valores de los 
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parametros evaluados se exacerban significativamente: 1) cuando la exposiciOn a ROT 

se prolonga hasta la lactancia tras la administracion de esta a las hembras gestantes, lo 

que sugiere el paso de la ROT a traves de la placenta, la leche materna y la barrera 

hematoencefalica inmadura en las crias y 2) cuando ocurre una segunda exposici6n a 

ROT en la edad adulta, lo que pone de manifiesto la vulnerabilidad del sistema 

dopaminergico nigroestriatal a darios que ocurren por posteriores exposiciones, 

observandose en las crias deficiencias motoras progresivas con el avance de la edad, 

disminuci6n hasta del 75% de las neuronas dopaminergicas TH-IR en la sustancia 

nigra, asi como aumento en el numero de neuronas de la sustancia nigra marcadas con 

el fluor6foro fluoroJade C, que tiene alta afinidad por las neuronas en proceso de 

neurodegeneracion. 
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ABSTRACT 

Rotenone (ROT) is the most potent compound of a family of natural cytotoxins 

extracted from the roots of some legumes such as barbascum (Derris elliptica). It has a 

short half life in the environment (2-3 days) and easily decomposes with sunlight. For 

its natural origin the ROT has been widely used as domestic insecticide as well as in the 

control aphids in pests and agriculture, and for eliminate fish in lakes (Caboni et al. 

2004, Bove et al. 2005). 

The ROT has highly solubility in lipids; it gives easy access to all the organs, in 

the brain reaches its peak after 15 min. Inside of the cells, the ROT accumulates in the 

mitochondria, where it binds to the enzyme nicotinamide adenine dinucleotide 

dehydrogenase (NADH dehydrogenase) of the complex I in the electron transport chain 

(Kilboum et al. 1997; Betarbet and cols. 2002, Keeney et al. 2006). The ROT has 

widely used experimentally as a potent inhibitor mitochondrial complex I. 

In the USA, some agricultural areas treated with ROT are under strict control 

because the increased in the incidence of symptoms of Parkinson's disease in the 

population, which has been attributed to occupational exposure to the ROT, among 

other pesticides (Ritz and cols. 2000). Epidemiological studies show a positive 

relationship between exposure to pesticides and Parkinson's disease (Vanacore et al. 

2002; Wirdefeldt K et al. 2011). The data suggest that the ROT may have neurotoxic 

effects that influence the development of Parkinson's disease (Barlow et al. 2004, 

Uversky et al. 2004, Cory-Slechta et al. 2005, Landrigan et al. 2005). 

The picture in Mexico on the risk by exposure to these pesticides is more 

complex, due to poor control of these. Although the ROT is used widely in agriculture 

areas in the southeast of the country and in the shrimp culture areas of northern, 

however there are no records of the use of this and other insecticides. 

Studies by Ranjita Betarbet in adult rats showed that exposure to ROT induced 

decrease of dopaminergic neurons and increased numbers of neurons positive for a - 

synuclein in the substantia nigra, which affects motor disorders such as catalepsy and 

impaired coordination. 

In 1999, Langston et al. suggested that exposure to neurotoxic substances at 

early age may reduce the number of neurons in the substantia nigra, in a minimum level 

required to maintain neuronal function appears normal. But although the 

epidemiological evidence and data obtained with models of Parkinson's disease in rats 

a 
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suggest that the ROT is a risk factor for developing this disease, it is still unknown 

whether exposure to pregnant mothers ROT and /or nursing may affect the development 

of the nigrostriatal dopaminergic system in their offspring, and cause them injury 

associated with parkinsonism or Parkinson's disease later in life. 

It is therefore necessary to generate information on the toxic effects in the 

nigrostriatal pathway in development to answer fundamental questions how do the ROT 

during embryonic development can induce damage in nigrostriatal dopaminergic 

neurons in development?, Will the damage initiated in embryonic development may 

lead to the development of the parkinsonian syndrome in young adults rats, or make 

these neurons more susceptible to damage after repeated exposure to this toxin or other 

xenobiotics? 

To try to answer these questions, pregnant Wistar rats were treated with ROT in 

utero and during lactation, and treated only in utero or breastfeeding, in order to 

identify the developmental stage in which the ROT can cause more damage to the 

dopaminergic neurons of the substantia nigra in the offspring. We considered three 

different ages in the offspring: the postnatal, young adult rats and elderly rats of 12 

months of age that were quantified in three major pathophysiological features of 

Parkinson's disease: loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra, the 

concentration of a-synuclein protein in the substantia nigra and the striatum, and the 

ability to execute a test of motor activity. 

The results obtained in this study suggest that exposure to early stage ROT 

neurodevelopment (gestation and lactation) rats produces damage in the substantia 

nigra, not only in pups exposed to it indirectly, but also on mothers causing the 

decreased number of tyrosine hydroxylase positive neurons, increased content of a-

synuclein protein, which result slightly higher in the substantia nigra than in the 

striatum, both parameters are closely related with motor impairments observed, 

depending on neurodevelopment stage and ROT dose to which the pups are exposed, 

the values of the parameters evaluated was significantly exacerbated when: 1) exposure 

to ROT extends through lactation after administration of the pregnant females, 

suggesting the passage of the ROT through the placenta, breast milk and immature 

blood-brain barrier in the offspring and 2) when it occurs a second exposure to ROT in 

adulthood, which highlights the vulnerability of the dopaminergic system nigrostriatal 

damage that occur after exposure was observed in the offspring progressive motor 

deficits with advancing age, decreased to 75% of TH-IR dopaminergic neurons in the 



substantia nigra and increased number of neurons in the substantia nigra labeled with 

the fluorescent dye Fluoro-Jade C that has high affinity for the neurons in the process of 

neurodegeneration. 

• 
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1 INTRODUCCION 
La rotenona (ROT) es el compuesto mas potente de una familia de citot6xicos 

naturales que se extraen de las raices de algunas leguminosas como el barbasco (Derris 

elliptica) y principalmente de la resina del cube (Lonchocarpus utilis). La ROT tiene una 

vida media corta en el medio ambiente (2-3 dias) y facilmente se descompone con la luz 

solar (5-6 dias). Por su origen natural la ROT ha sido ampliamente utilizada como 

insecticida para el control de plagas de afidos y pulgones, en la agricultura y a nivel 

domestic°, asi como pisicida para eliminar peces de lagos (Caboni y cols. 2004 revisado en 

Bove y cols. 2005). 

En los Estados Unidos de America, las areas agricolas y lagos, particularmente de 

California que han sido tratados con ROT, estan bajo estricto control debido al aumento en 

la incidencia de personas con sintomas de enfermedad de Parkinson en la poblacion vecina, 

que se ha atribuido a la exposiciOn ocupacional a la ROT y otros pesticidas. Estos sintomas 

parecen depender de la edad de los sujetos, el tiempo de exposiciOn y la dosis (Ritz y col. 

2000). De hecho, varias evidencias epidemiological muestran que existe una relacion 

positiva, estadisticamente significativa, entre la exposicion a pesticidas y la EP (Vanacore y 

col. 2002; Wirdefeldt y cols. 2011). Esta asociacion es mas fuerte si existe una 

combinaci6n de herbicidas e insecticidas despues de una exposicion prolongada (Brown y 

col. 2006). El origen ambiental de la enfermedad de Parkinson se sustenta cada vez mas 

con estudios epidemiologicos en poblaciones grandes de varios paises (Vanacore y col. 

2002; Wirdefeldt K. y cols. 2011). Los datos toxicologicos sugieren que la ROT y el 

paraquat pueden tener efectos neurotOxicos que potencialmente predispongan al desarrollo 

de la enfermedad de Parkinson (Barlow y col. 2004; Uversky y col. 2004; Cory-Slechta y 

col. 2005; Landrigan y col. 2005). De acuerdo con Brown y cols. para otros pesticidas los 

datos son aim mas limitados (Brown y col. 2006); la evidencia epidemiolOgica y 

toxicologica acumulada hasta ahora tiene suficiente peso para concluir que existe una 

relacion generica entre la exposicion a pesticidas y la enfermedad de Parkinson, pero esta 

evidencia no se considera de suficiente peso para establecer que esta sea una relacion 

causa-efecto o que exista tal relaciOn para un pesticida en particular o una combinacion de 

pesticidas y otros toxicos en el ambiente. 
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Cabe mencionar que el panorama en Mexico sobre el riesgo que representa la exposicion a 

pesticidas es Inas complejo, principalmente debido al escaso control de estos toxicos. A pesar 

de que la ROT se utiliza ampliamente en sureste y en las zonas camaroneras del norte del pais, 

no se tienen registros sobre el control del uso de este y otros insecticidas incluso mas toxicos. 

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) 

de Mexico, solo hace la recomendaciOn de "usarse en minimas cantidades para no disminuir la 

produccion de miel" (http://www.sagarpa.gob.mx/Dgg/apicola/)  sin especificar cuales son los 

riesgos que tiene su uso para la salud humana o animal. 

En 1999, Langston y cols. propusieron la hipotesis de que la exposiciOn de los humanos 

a sustancias neurot6xicas en edades tempranas reduce el nUmero de neuronas en areas criticas 

del cerebro, como la sustancia nigra, a un nivel minimo requerido para mantener la 

funcionalidad neuronal con el avance de la edad. Esta hipotesis, aunada a las evidencias 

acumuladas gracias al modelo experimental desarrollado en ratas por Betarbet y cols. en 2000; 

ha permitido entender algunos mecanismos que inducen el desarrollo de la enfermedad de 

Parkinson idiopatica, sin embargo se requiere generar informacion sobre los efectos toxicos de 

la ROT en la via nigroestriatal durante el desarrollo para tratar de contestar preguntas 

fundamentales como si los efectos de la ROT durante la gestacion sobre las neuronas 

dopaminergicas nigroestriatales son progresivos o permanentes; asimismo, si estos dalios 

iniciados durante la gestaci6n pudieran -conducir al desarrollo de la sintomatologia de la 

enfermedad de Parkinson en edades Inas tempranas y/o a una mayor susceptibilidad a 

exposiciones repetidas de esta neurot6xina en la edad adulta. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que la exposicion a ROT en 

etapas temprana del neurodesarrollo (la gestacion y la lactancia) en las ratas produce danos en 

la sttstancia nigra en donde causan disminuci6n en el nUmero de neuronas positivas a tirosina 

hidroxilasa, asi como el aumento en el contenido de la proteina a—sinucleina, lo que se 

correlaciona con deficiencias en la capacidad motora que progresa con la edad; los valores de 

estos parametros evaluados se exacerban significativamente: 1) cuando la exposici6n a ROT se 

prolonga hasta la lactancia tras la administracion de esta a las hembras y 2) cuando ocurre una 

segunda exposicion a ROT en la edad adulta en las mismas crias que en edades tempranas del 

desarrollo recibieron ROT, y en las que se observan deficiencias motoras progresivas con el 

avance de la edad. 
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Los ganglios basales 

Los ganglios basales consisten de varios nucleos subcorticales interconectados con 

proyecciones a la corteza, talamo y ciertos nucleos del tallo cerebral. Los cuatro 

principales nucleos de los ganglios basales son: 1) estriado, 2) globo palido, 3) sustancia 

nigra (reticular y compacta) y 4) el nucleo subtalamico. Un grupo similar de nucleos se 

encuentra en el cerebro de la rata y son: la sustancia nigra, el area ventral tegmental y el 

nude° arqueado, cada uno de los tres sistemas sirven para funciones diferentes y generan 

diferentes efectos conductuales cuando se dafian. 

C.C.PailVne system 

HOW,  
41*,  

Figura 1 I Ganglios basales 

El cuerpo estriado se forma de dos subdivisiones que son el caudado y el putamen, 

las cuales tienen un origen embrionario comun y es la estructura receptora principal de las 

vias de entrada de los ganglios basales que provienen de la corteza, talamo y tallo cerebral, 

sus neuronas proyectan al globo palido y sustancia nigra. 

El globo palido se divide en segmento externo e interno, la porcion interna se 

relaciona funcionalmente con la sustancia nigra pars reticulada cuyas celulas son 

gabaergicas 

La sustancia nigra se localiza en la parte ventral del mesencefalo y proyecta 

eferencias principalmente al estriado, formando el sistema dopaminergico nigroestriatal, las 

neuronas de la sustancia nigra pars compacta son dopaminergicas, que es el principal 
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neurotransmisor liberado por dicho sistema; su color obscuro se deriva de la oxidacion y 

de la dopamina. Si las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra degeneran los 

niveles de dopamina en el estriado disminuyen, comprometido el control motor uno de los 

sintomas mas evidentes de la enfermedad de Parkinson. 

2.1.1 La via nigroestriatal 

La via nigrostriatal es la conexi6n entre la sustancia nigra y el estriado. En el 

cerebro existen tres vias dopaminergicas, la via nigroestriada es una de ellas. Se considera 

dopaminergica porque para establecer conexiones con otras neuronas utiliza este 

neurotransmisor que facilita el movimiento. Los cuerpos neuronales dopaminergicos de la 

sustancia nigra localizados en el mesencefalo envian sus axones al estriado localizado en 

la parte baja del prosencefalo. 

2.1.2 Estriado 

El estriado tambien conocido como el neoestriado o nude() estriado, se localiza en 
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la parte anterior del cerebro por debajo de la corteza. Es el primer sitio de entrada de 

estimulos a los ganglios basales. En los primates (incluyendo humanos), el cuerpo estriado 

esta dividido por la capsula interna en dos sectores llamados el nucleo caudado y putamen, 

el termino cuerpo estriado se refiere a veces a la fusi6n del estriado con el globo 

estructura estrechamente relacionada con el putamen. El estriado recibe terminales de 

regiones de la corteza cerebral y estructuras limbicas como la amigdala y el hipocampo, 

tiene aferencias sensoriomotoras del tallo cerebral que llegan via relevo del talamo y 

aferencias modulatorias dopaminergicas de la sustancia nigra y serotoninergicas del 

• niicleo del raphe (Voorn y cols., 1988). 

Mas del 90% de las neuronas estriateles son neuronas medianas espinosas 

gabaergicas que proyectan fuera del estriado, y reciben sinapsis excitatorias de neuronas 

corticales. Otras neuronas del estriado que representan aproximadamente el 5-10% son 

interneuronas glutamatergicas y colinergicas. Las terminales dopaminergicas y 

glutamatergicas que inervan el estriado modulan la actividad de las neuronas medianas 
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espinosas, que pueden distinguirse de manera neuroquimica y en algunos casos por sus 

caracteristicas farmacologicas (Tepper y Bolam, 2004.) 

2.1.3 Sustancia nigra 

Los tres principales nucleos dopaminergicos en el cerebro de la rata es el area 

ventral tegmental, el nude() arqueado y la sustancia nigra. Un grupo similar de nucleos 

existe en el cerebro de los primates. La sustancia nigra es una regi6n del mesencefalo con 

neuronas dopaminergicas que proyectan al estriado (Lindvall y Bjorklund 1978). Esta 

region provee senales modulatorias importantes hacia otros nucleos de los ganglios basales 

y a estructuras externas como la corteza, la amigdala y la habenula. Un alto numero de 

terminales dopaminergicas de la sustancia nigra proyectan al estriado donde hacen 

contactos sinapticos con dendritas de mediano calibre e interneuronas (Sulzer y cols., 

2005). 

La sustancia nigra tiene interneuronas gabaergicas que hacen contacto con neuronas 

dopaminergicas cercanas (Omelchenko y Sesack 2006). 	Sus principales eferentes 

dopaminergicas provienen del mesencefalo y otros nucleos de los ganglios basales y del 

tallo cerebral (Kitai y cols., 1999, Comoli y cols., 2003), las conexiones aferentes 

provienen de la corteza frontal (Frankle y cols., 2006) y de la amigdala (Chesselet, 1990; 

Fudge y Haber 2000). 

2.1.4 Histogenesis de las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra 

Estudios de la ontogenia de las celulas de la regi6n mesencefalica ventral realizados 

en decadas pasadas (Hanaway y cols., 1971; Lauder y Bloom, 1974; Altman y Bayer, 1981; 

Sinclair y cols., 1999) usando marcadores de la division celular (ej.3H-timidina), tinciones 

histologicas (ej. Nissl) y/o marcadores del fenotipo (ej. tirosina hidroxilasa), sugieren que 

el pico de la neurogenesis de las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra compacta 

en la rata ocurre en el dia embrionario 14; trabajos mas recientes indican que se generan en 

estadios mas tempranos del desarrollo. En ellos se muestra por inmunotincion para tirosina 

hidroxilasa en cortes de la region mesencefalica ventral de embriones, que no solo hay 

• 

5 



neuronas dopaminergicas inmunopositivas a los 12 dias embrionarios sino que tambien 

existe un liftmen) importante de procesos neuronales bien desarrollados que se extiendo 

cerca de 1 mm hacia el tallo cerebral ventral (Voorn y cols., 1988; Fricker-Gates y cols., 

2004). 

En 2006 Gates y cols. inyectaron embriones de rata de 11, 12, 13 y 14 dias con 

bromodeoxiuridina (BrdU), un marcador de la fase S del ciclo celular, y encontraron el 

mayor porcentaje de neuronas dopaminergicas doblemente marcadas con BrdU y TH en la 

region mesencefalica ventral en los embriones de 12 dias (E12), este marcaje disminuye 

en los de embriones de 13 dias (E13). Esta estirpe neuronas es incapaces de generar otro 

tipo neuronal en embriones de 14 dias (E14), esto indica que a partir de E13 el fenotipo 

celular que originan a las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra se encuentra 

comprometido y completamente diferenciado por to que se ha propuesto que entre Ell a E 

12 es la etapa del desarrollo durante la cual las neuronas de esta region cerebral son mas 

sensibles a cualquier daft() provocado sobre ellas que puede ser devastador posteriormente 

en edades juveniles o aun en los adultos (Gates y cols., 2006). 

Figura 2 I Esta grafica tomada de Gates 
y cols. muestra el porcentaje de neuronas 
de la sustancia nigra, positivas a TH y 
BrdU+ en embriones (E) de 11, 12, 13 y 
14 dias, despues de un solo pulso de 
BrdU. Se muestra que el mayor 
porcentaje de celulas positivas a TH se 
encuentra E12, porque a esta edad las 
celulas se encuentran en la fase S del ciclo 
celular. Esto muestra que la genesis de las 
neuronas dopaminergicas en esta edad es 
mayor en un 80% comparado con las 
otras edades. 

E12 E13 E14 
layecciend911c1U 

2.2 Dopamina 

La dopamina es un neurotransmisor del sistema nervioso central que se produce en 

invertebrados y vertebrados , en los que activa a cinco tipos de receptores de D I  a D5, y sus 
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variantes. Se produce en varias partes del sistema nervioso, especialmente en la sustancia 

nigra, el area ventral tegmental y el nacleo arqueado del hipotalamo. 

La dopamina fue sintetizada artificialmente por primera vez en 1910 por George 

Barrer y James Ewens en los Laboratorios Wellcome en Londres, Inglaterra 

La funci6n de la dopamina como neurotransmisor fue puesta de manifiesto por 

Arvid Carlsson y Nils-Ake Hillarp del Laboratorio de Farmacologia Quimica del Instituto 

Nacional Cardiologia en Suecia, en 1952. Fue llamada dopamina porque es una 

monoamina, y su precursor sintetico es la 3,4-dihidroxifenilalanina (levodopa o L-DOPA). 

A Carlsson le fue otorgado el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina en 2000 por probar 

que la dopamina (figura 3) no es solo un precursor de la adrenalina y de la noradrenalina 

sino tambien un neurotransmisor. 

La dopamina es una monoamina biogenica, la producen las neuronas de sustancia 

nigra que proyectan al estriado. Las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra reciben 

precisamente este nombre, porque es el principal neurotransmisor que sintetizan, ademas de 

ser sintetizada en una via biosintetica (figura 3) comUn a la norepinefrina y epinefrina, que 

se inicia por la hidroxilacion de la L-tirosina a L-DOPA mediante la enzima tirosina 

hidroxilasa (TH), y despues por la decarboxilacion de la L-DOPA por la L-aminoacido 

aromatico descarboxilasa (DOPA descarboxilasa). En condiciones normales no es posible 

aumentar la sintesis de dopamina incrementando los niveles de su precursor principal la L-

tirosina, ya que la TH es la enzima limitante para la producci6n de dopamina, pero es 

posible su regulacion fisiologica a traves de la manipulacion farmacolOgica. 

HO "--Tirosina 

CH, NH CM. 

0,, Epinefrina 

Tetrehtdrompinchne 
.0, Tirosina 

hidroxilasa S.Adenosihornocisteina—, 
opteridin Dihidr 	S.Adenosilmetionina 

.11,0 

Feniletanolamin 
N-metiltransferasa 

OVI-CH 

DOPA 
DOPA 	descarboxilasa 

CC 

0 	Norepinefrina 

Dopamina 
p-hidroxilasa 

Dopamina 

Figura 3 I Sintesis de dopamina. 
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Las terminales dopaminergicas de la sustancia nigra localizadas en el estriado 

pueden liberar a la dopamina al espacio intersinaptico o almacenarla en vesiculas 

sinapticas. La liberacion de dopamina por las terminales nerviosas depende de calcio 

(Ca+2), lo cual ocurre despues de que la terminal es invadida por un potencial de acci6n, 

esta liberacion es funciOn de la capacidad de disparo de la neurona y se modula por los 

autoreceptores de la presinapsis. 

Las terminales dopaminergicas poseen sitios de recaptura para dopamina, esta 

recaptura se lleva a cabo a traves de un acarreador de membrana o transportador de 

dopamina que es capaz transportar a la dopamina dependiendo del gradiente de 

concentracion existente. Este transportador, es responsable de la recaptura y reciclado de la 

dopamina en el espacio intersinaptico, la activacion de una bomba de protones hace 

posible el regreso de la dopamina a la terminal. El DNA que codifica para el transportador 

de dopamina de la rata se ha secuenciado y muestra semejanza con los transportadores de 

norepinefrina y el del acido y-aminobutirico (GABA). Es una proteina de 619 aminoacidos 

con 12 dominios transmembranales con un N-terminal y un C-terminal, ambos localizados 

al interior de la celula con varios sitios de glicosilacion y uno para fosforilacion. 

Numerosos estudios sugieren que el transportador de dopamina es mejor marcador de 

terminates nerviosas de neuronas dopaminergicas que la tirosina hidroxilasa, sin embargo 

hay que ser cautelosos ya que no esta claro como varia la expresion de dicho transportador 

dentro de grupos de neuronas dopaminergicas durante el desarrollo embrionario y postnatal, 

ya que estas neuronas se marcan claramente con anticuerpos contra TH que con anticuerpos 

contra el transportador de dopamina. 

Ademas de las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra y del area ventral 

tegmental, el micleo arqueado, en el adulto o durante el desarrollo, contiene numerosas 

neuronas que expresan enzimas que participan en la sintesis de dopamina, ademas de la TH, 

como la descarboxilasa, por lo que se ha propuesto que es a traves de ellas que se da el 

mecanismo de compensacion para la sintesis de dopamina en los pacientes con Parkinson 

(Ugrumov y cols., 2004; Ershov y cols., 2005). 
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2.2.1 Secuestro de la dopamina en vesiculas sinapticas. 

El secuestro de la dopamina por las vesiculas sinapticas(figura 4), se lleva a cabo 

gracias al transportador vesicular de monoaminas, que es el responsable de llevar a la 

dopamina y otras monoaminas como la serotonina, norepinefrina e histamina, del 

citoplasma a las vesiculas sinapticas siguiendo un gradiente electroquimico. Existen dos 

formas de transportador el 1 y el 2, ambos se expresan ampliamente durante el desarrollo 

embrionario, el transportador vesicular de monoaminas tipo 2 se encuentra en las neuronas 

dopaminergicas del sistema nervioso central de humanos y roedores, mientras que el tipo 1 

se encuentra principalmente en celulas neuroendocrinas como las cromafines de la medula 

adrenal y celulas enterocromafines del tracto intestinal. 

Figura 4I Transporte de dopamina en la terminal presinaptica por el transportador de 
dopamina y el transportador vesicular de monoaminas tipo 2. 

2.2.2 Metabolismo de la dopamina 

La desaminaciOn de la dopamina por la monoaminoxidasa (MAO), se acomparia de 

la reducciOn de moleculas de oxigeno a un producto tOxico, el perOxido de hidrogeno 

(H2O,). El mantenimiento de bajas concentraciones citoplasmicas del neurotransmisor por 

su captura dentro de vesiculas sinapticas disminuir su inevitable oxidacion, lo que la 

excluye del metabolismo y de su toxicidad, adernas de reducir la demanda de su sintesis. En 

el sistema nervioso central, el transportador vesicular de monoaminas tipo 2 es el unico 

transportador que mueve a la dopamina del citoplasma a las vesiculas para su 

almacenamiento y posterior liberacion por exocitosis. 
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A pesar de la existencia de este mecanismo, el metabolismo normal de la 

dopamina produce H707 y la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), ambas 

contribuyen a la perdida de neuronal dopaminergicas en la enfermedad de Parkinson, por lo 

tanto, el aumento del secuestro de dopamina por el transportador vesicular de monoaminas 

tipo 2 previene la oxidacion de dopamina en el citoplasma y genera neuroproteccion 

(Zheng y cols., 2006). 

La dopamina recapturada es convertida por la enzima monoamino-oxidasa, en 

particular por la forma A (MAO-A), presente en el interior de la terminal nerviosa, en acido 

3,4,dihidroxifenilacetico (DOPAC) el cual es liberado al exterior de la terminal para ser 

convertido en acido homovanilico (HVA) por la enzima catecol-0-metiltransferasa 

(COMT) . La dopamina no capturada por la terminal dopaminergica es metabolizada en 

HVA por la accion secuencial de las enzimas COMT y MAO-A. En el cerebro de la rata el 

principal metabolito es el DOPAC, mientras que en el humano y otros primates es el acido 

homovanilico (figura 5). 

Rata 	 Primates no 

Dthidroviacalaidehido 	Metozitirenana (3-MT1 

AkNOndo 
Deshkkogenata 

Acido 3,4,134adroadendacenco 
(DOPAC) 

i MAO 

3-Matoxi 4-Hidroadandacetaldetado 

,/Da de  sAllaidrobgiden*asa 

Figura 5 I Metabolismo de damina 

Acido 
Homovanilico 

(HVA) 

2.2.3 Dopamina y estres oxidativo 

La hipotesis del estres oxidativo, es una inferencia que se hace a partir del 

desbalance causado por el exceso en la produccion de agentes oxidantes como el peroxido 

de hidrogeno (FLO') y los radicales libres anionico hidroxilo (OH-) y super6xido (02.)  cuyo 

origen esta en el metabolismo de la dopamina, y el inadecuado funcionamiento de los 

sistemas antioxidantes como la super-I:Aid° dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation 

peroxidasa, cuya principal funcion es proteger al organismo del efecto degradante del las 

especies reactivas de oxigeno(ROS) (figura 6). 
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Figura 6 I Formacion de radicales superoxido e hidroxilo por el metabolismo de la 
dopamina y la participaci6n de sistemas antioxidantes (superoxido dismutasa (SOD), 
catalasa y glutation peroxidasa) 

El metabolismo de la dopamina, en condiciones de homeostasis es en si mismo 

oxidativo. La MAO oxida la via catabOlica primaria de la dopamina a DOPAC generando 

peroxido de hidrogeno. En presencia de ion ferroso, que es relativamente abundante en la 

sustancia nigra, se generan radicales libres hidroxilo (OW). Sin embargo, en un equilibrio 

redox, los radicales libres son contrarrestados por sistemas antioxidantes cerebrales como la 

superOxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa; cuando estos mecanismos 

protectores antioxidantes son insuficientes y no alcanzan a contrarrestar el incremento de 

los radicales libres, se produce el estado de estres oxidativo, el cual induce dafio y muerte 

de las neuronas dopaminergicas. 

2.3 Enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa que se produce 

por la perdida progresiva de las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra, lo que 

provoca la disminucion de la liberacion de dopamina en el estriado. Clinicamente la 

deficiencia de dopamina en el estriado se manifiesta por la disminuci6n de los movimientos 

voluntarios (acinesia o hipocinesia), temblor descontrolado durante el reposo que se han 

asociado a la apariciOn de oscilaciones en los circuitos neuronales del talamo; rigidez que 

es un tipo de hipertonia muscular caracterizada porque al mover pasivamente una 
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articulaciOn existe una resistencia que es continua durante todo el movimiento y disminuye 

al final de este, y se diferencia de la hipertonia de las lesiones de la via piramidal, porque en 

esta la resistencia de las articulaciones al movimiento es continua. La perdida de dopamina 

estriatal que ocurre en la enfermedad de Parkinson provoca diversas respuestas que 

permiten compensar la deficiencia de dopamina que involucran cambios en la organizacion 

neuronal del estriado en las neuronas espinosas medianas que son el blanco principal de los 

axones dopaminergicos provenientes de la sustancia nigra. Entre estos cambios estan la 

disminuci6n de longitud de las dendritas y en la densidad de sus espinas con lo que las 

neuronas espinosas medianas atennan el efecto del exceso de glutamato corticoestriatal que 

es secundario a la perdida de dopamina (Deutch A.Y., 2006) 

Los signos patologicos y sintomas observados en la enfermedad de Parkinson se 

enlistan en la tabla 1 de la siguiente pagina. 

2.3.1 Epidemiologia de la enfermedad de Parkinson en Mexico 

La Academia Mexicana de Neurologia analizO el impacto de la enfermedad de 

Parkinson en la sociedad mexicana, ya que esta representa la segunda enfermedad 

neurodegenerativa mas frecuente en el pals. Con base en las cifras del Instituto Nacional de 

Estadistica Geografia e Informatica (INEGI), se calcula que podrian existir alrededor de 

140 000 individuos con esta afeccion en Mexico, y de acuerdo con la OrganizaciOn 

Mundial de la Salud, existen cerca de 40 millones de personas afectadas por la enfermedad 

de Parkinson en el mundo; asimismo se estima que existe un 30% de personas sin 

diagnosticar y adicionalmente se reporta que esta enfermedad es mas frecuente en hombres 

que en mujeres. 

Se considera como factor de riesgo a toda circunstancia que aumenta las probabilidades de una 

persona de contraer una enfermedad, la edad avanzada es un claro factor de riesgo para el 

desarrollo de la enfermedad de Parkinson, cuyo promedio de inicio puede ser a los 60 aiios. Sin 

embargo, entre el 4-7% de las personas diagnosticadas con enfermedad de Parkinson tiene un 

"inicio temprano" que es antes de los 50 aiios de edad, que se ha asociado con mutaciones 

geneticas especificas; las personas con familiares con enfermedad de Parkinson asociada a 

un mutaci6n genetica conocida, tienen un riesgo para desarrollar la enfermedad del 2-5%, y 
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se estima que solo entre el 15-25% de las personas que desarrollan la enfermedad saben que 

tienen antecedentes familiares de la misma. 

Tabla 1 I Signos patologicos y sintomas clinicos observados en los pacientes con 
enfermedad de Parkinson. 

1 Degeneracion progresiva de neuronas dopaminergicas de la sustancia 
nigra 

2 FormaciOn de inclusiones fibrilares citoplasmicas—Cuerpos de Lewy 
a. con ubiquitina 
b. con agregados de a-sinucleina 

3 Reduccion en el contenido de dopamina en el caudado con aumento en 
el recambio de la dopamina (acido homovanilico/dopamina) 

a. reduccion en el contenido de serotonina. 
4 Neuroinflamaci6n 

a. activacion de microglia 
b. astrocitosis 
c. incremento en las citocinas como TNF-a y IL-113 

5 Estres oxidativo 
a. formaci6n y acumulacion de numerosas especies reactivas de 

oxigeno 
b. presencia de protelnas oxidadas 
c. presencia de lipidos oxidados 
d. presencia de DNA oxidado 

6 Cambios degenerativos en otras areas del cerebro 
a. locus coeruleus 
b. nucleo dorsal motor del vago 
c. reducciOn en el contenido de dopamina en varias areas 

corticales 
7 Deficit conductual 

a. deficit motor 
b. desOrdenes cognitivos 
c. distonia 
d. bradicinesia 

8 Numerosos problemas periferico 
a. constipaciOn 
b. fluctuaciones en la presion sanguinea  

Tornado de Carvey y cols. 2006. 

Los sintomas parkinsonianos que aparecen alrededor de los 20 afios son muy 

escasos, y se asocia con mutaciones en el gen de la parkina y al consumo de drogas, es 

frecuente en Japon, y se conocen como "parkinsonismo juvenil". Generalmente este tipo 

de parkinsonismo comienza con distonia (son trastornos del movimiento en el que las 
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contracciones musculares sostenidas causan torceduras y movimientos repetitivos o 

posturas anormales) y bradicinecia (dificultad para iniciar y completar movimientos 

nuevos). Estos movimientos, que son involuntarios y a veces dolorosos, pueden afectar a un 

solo musculo, a un grupo de masculos como los de los brazos, las piernas o el cuello, o 

incluso al cuerpo entero (Giasson y Lee; 2001), los sintomas a menudo mejoran con la 

medicacion con L-3-4 dehidroxifenilalanina (levodopa o L-DOPA), que es el precursor 

metabolico de la dopamina, sus efectos resultan de la descarboxilaciem y se administra de 

esta forma por su capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica. 

Recientemente se le ha dado gran importancia a las interacciones gen-medio 

ambiente en la etiologia y la patogenesis de la enfermedad de Parkinson, sin embargo es 

poco probable que pueda ser causada l'Inicamente por la exposicion ambiental o por la 

mutaciOn de genes, mas bien parece ser que la combinaci6n de ambos es lo que conduce al 

desarrollo de dicha enfermedad. Por ello se considera que la mayoria de los casos son 

causados por interacciOn entre la susceptibilidad individual determinada geneticamente 

exposicion a truiluples factores ambientales, que convergen en un momento, espacio y via 

bioquimica coman en la que participan: i) la disfuncion mitocondrial, ii) el estres oxidativo, 

iii) el inadecuado secuestro de la dopamina y iv) la ineficiente degradaciOn de proteinas 

mal codificadas o mal plegadas (ej. a—sinucleina) por el proteosoma. 

Las evidencias acumuladas hasta ahora indican que entre los factores ambientales 

de riesgo para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson esta la exposicion a pesticidas 

(Brown y cols. 2006; Vanacore y cols. 2002; Barlow y cols. 2004), a metales como el 

plomo (Grandjean y cols. 1991,1997), a fungicidas, a herbicidal (Barlow y cols. 2004) y a 

insecticidas tales como la rotenona (ROT) (Betarbet y cols. 2000; Brown y cols. 2006). 

Estudios neuropatologicos y en modelos animales muestran que la exposici6n 

ambiental a sustancias neurotOxicas provoca daiio progresivo en las neuronal 

dopaminergicas de la sustancia nigra varios alms antes de que aparezcan las 

manifestaciones clinicas del parkinsonismo. En consecuencia, la enfermedad de Parkinson 

como otras enfermedades neurological relacionadas con el envejecimiento, probablemente 

estan determinadas por la exposiciOn a compuestos quimicos presentee en el medio 

ambiente durante las etapas tempranas de la vida, o aim mas, en etapas tan tempranas como 
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el desarrollo embrionario. Sin embargo, los estudios epidemiologicos se han enfocado 

basicamente sobre la posible participacion de factores ambientales de riesgo presentes 

durante la vida adulta o el envejecimiento, aun cuando existen evidencias de que estos 

factores de riesgo pueden afectar el desarrollo del sistema nerviosos central durante la 

gestaciOn y por su larga latencia (Eskenazi y cols. 2008) o efecto lento pueden ser 

importantes para el desarrollo tardio de la enfermedad de Parkinson. 

Varios genes se han asociado con la enfermedad de Parkinson (ver tabla 2 de la 

siguiente pagina) en algunos de los cuales se han identificado los locus; todos los casos 

bajo esta condici6n representan aproximadamente el 5% del total de los pacientes que 

presentan esta enfermedad, sin embargo en ellos el proceso que va de la mutaci6n genetica 

a la neurodegeneracion no ha sido esclarecido a la fecha. 

2.3.2 Enfermedad de Parkinson y, la sintesis y metabolismo de la 
dopamina 

La forma idiopatica de la enfermedad de Parkinson, representa la mayoria de los 

casos y se ha asociado con la constitucion genetica del individuo y la influencia ambiental 

multifactorial, como ya se menciono. En los pacientes que carecen de una clara carga 

genetica los mecanismos patogenicos de la enfermedad son aim mas dificiles de entender, 

en comparacion con los que tienen una carga familiar, debido a la variedad de factores que 

pueden estar participando en el proceso neurodegenerativo, entre los que encontramos 

toxinas ambientales, estres oxidativo y disfunciOn mitocondrial, asi como la interaccion 

entre ellos (Betarbet y cols. 2002). 

Tanto en el parkinsonismo familiar como la forma idiopatica, la degeneracion 

neuroanatomica provee un importante indicio para aclarar los mecanismos fisiopatologicos que 

llevan a la perdida de las neuronas de la sustancia nigra, sin embargo la ruta final comun es la 

muerte de estas neuronas. 

En condiciones fisiologicas de pH normal (pH = 7.4), las neuronas dopaminergicas se 

exponen a estres oxidativo por el catabolismo propio de la dopamina, se ha reportado que la 

dopamina puede formar por una via secundaria metabolitos reactivos considerados 

15 

• 



Tabla 2 I Genes ligados a la enfermedad de Parkinson. 

LOCUS LOCALIZACION GEN FUNCION 
TIPO DE 

HERENCIA REFERENCIAS 

Polymeropoulos, 1997 
PARKI,4 4q21 u-sinucleina Componente de CL AD Ibanez y cols., 2004 

Chartier-Harlin, 2004 

PARK2 6q25,2-q27 Parkin Ubiquitina E3 Ligasa AR Kitada y cols., 1998 

PARK3 2p13 Desconocido Desconocida AD Gasser y cols., 1998 

PARKS 4pl4 UCHL I Hidrolasa C-terminal 
de ubiquitina 

AD Leroy y cols., 1998 

PARK6 1p35-36 PINK Cinasa mitocondrial AR Valente y cols., 2004 

PARK7 1p36 DJ-I Antioxidante AR Bonifati y cols., 2003 

PARKS 12q12 LRRK2 Cinasa y GTPasa AD Zimprich y cols., 2004 

PARK9 1p36 ATP13A2 Probable 
transportador 
cationico ATPasa 

AR Paisan-Ruiz y cols., 
2004 

PARK10 1p32 Desconocido Desconocida AD Li y cols.,2007 

PARK I I 2q36-37 GIGYF2 Regulacion de la 
setializacion de 
receptores tirosina 
quinasa 

AD Lautier y cols.,2008 

PARK I 2 Xq2I-25 Desconocido Desconocida Cromosoma X Pankratz y cols., 2002 

PARK13 2pI3 OMI/HTRA2 Serin Proteasa AD 
Strauss y cols., 2005; 
Ross y cols., 2008 

PARK14 22813.1 PLA2G6 Fosfolipasa A2 Desconocida Paisan-Ruiz y cols., 
2009 

Shojaee y cols., 2008; 
PARKI5 22q12-13 FBXO7 Ubiquitina E3 Ligasa AR Di Fonzo y cols., 2009 

PARK I 6 1q32 Desconocido Desconocida Desconocida Satake y cols.,2009 

AD: autos6mica dominante AR: autos6mica recesiva, NC No conocida. PARK4 fue eliminado porque se 
debe a una triplicacion del gen PARK I y PARK 9 ya que no es un locus de la enfermedad de Parkinson. 

neurot6xinas end6genas. La naturaleza inestable del anillo fenolico de la dopamina al ser 

oxidado genera constantemente moleculas de dopamina-quinona (DA-quinona). En 

general las quinonas son productos de las oxidacion de alcoholes (-OH), una caracteristica 

de las quinonas es que en condiciones de redox tienen deficiencias de electrones, por lo 

tanto sufren reacciones de transferencia electronica reversible. En estado de estres oxidativo 

durante la enfermedad de Parkinson se produce una alta auto-oxidaciOn de la dopamina y 
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la generaci6n radicales libres 	y OH-) y peroxido de hidrogeno, como se ilustra en 

conjunto en la figura 7, adicionalmente la reducci6n de la actividad de los sistemas 

antioxidantes (SOD, catalasa y glutation peroxidasa) no permite el equilibrio oxido-

reduccion en las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra. 

21-I.+ 
NH2  

DA-quinona 
	 DOPAMINA 	

Glutation 
Auto - 
Oxidaci on 	

MAO 	Peroxidasa 

/ 
OZ-   SOD 	 CatesHP2 	 HP 

Radicales Libres p2. 

*OH + OH-  +Fe3+ 
Radicales Libres 

Hidroxilo 

Figura 7 I Generaci6n de estres oxidativo por la dopamina, y su participaci6n en el proceso 
neurodegenerativo. En las neuronas dopaminergicas el metabolismo de la dopamina puede 
ocurrir espontaneamente por auto-oxidacion o puede ser catalizada por la 
monoaminooxidasa (MAO), ambas reacciones generan per6xido de hidr6geno (I-1202). El 
HA}, por si solo no darla a la neurona, aunque induce citotoxicidad al formar radicales 
libres hidroxilo. A su vez, la dopamina-quinona y los radicales superoxido tambien son 
citotoxicos 

Las especies reactivas de oxigeno generadas por el metabolismo de la dopamina 

originan alteraciones en las funciones de las proteinas, del DNA, y de algunos lipidos de la 

neurona. Una consecuencia inmediata del dal-10 en los lipidos es la perdida de la integridad 

membranal, lo que modifica la permeabilidad ionica, lo cual puede perturbar las 

propiedades electricas de la membrana, facilitando la toxicidad (Halliwell, 1992). 

Por todo lo anteriormente expuesto es necesario que la dopamina sea inocua para la 

neurona, y esto se logra almacenandola rapidamente dentro de las vesiculas sinapticas, 

donde gracias al pH bajo y la ausencia de la MAO se tienen las condiciones adecuadas para 

mantener estable a la dopamina. El secuestro de la dopamina en las vesiculas es el 

principal mecanismo por el cual las neuronas de la sustancia nigra se protegen de los 

efectos daninos de su oxidaciOn (figura 8). 

Anion SuperOxido 

Fe3+ 
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Figura 8 I a-sinucleina y el almacenaje intravesicular de dopamina en las 

terminales presinaptica. 	Esquema de la terminal presinaptica de una neurona 
dopaminergica, en la que es posible observar la funcion de la a—sinucleina en el almacenaje 
de la dopamina (DA). Una vez sintetizada, la dopamina es secuestrada a las vesiculas. En 
los casos en los que es deficiente el secuestro, la dopamina se oxida y forma en el 
citoplasma perOxido de hidrOgeno 	radicales superoxido (O{) y dopamina-quinona, 
que son productos altamente citotOxicos. El 50% de la a—sinucleina se encuentra asociada a 
la membrana presinaptica, y el resto se une a la membrana fosfolipidica de las vesiculas 
donde modifica su estructura secundaria en a-helice. 

2.4 Estres oxidativo 

El estres oxidativo es una condicion dariina para las neuronas dopaminergicas, y 

resulta de la eliminacion deficiente de las especies reactivas de oxigeno que se generan por 

las reacciones relacionadas con el metabolismo de la dopamina (figuras 6 y 7). 

Normalmente las especies reactivas son eliminadas por sistemas antioxidantes 

intracelulares, sin embargo, como resultado del proceso normal de envejecimiento o por 

alguna alteracion patologica, estos mecanismos se encuentran dariados. En los organismos 

senescentes la actividad del glutation se encuentra reducida (Sohal y cols. 1996), lo que 

aumenta los carbonilos de las proteinas en todos los tejidos, incluyendo al cerebro; 

adicionalmente, el dario oxidativo del DNA mitocondrial aumenta mas de 15 veces en 

comparaci6n con el DNA nuclear, lo que se atribuye a fallas en la capacidad del glutation 

para eliminar los radicales libres, condici6n que aumenta proporcionalmente con la edad. 

En la enfermedad de Parkinson las celulas de la sustancia nigra estan en un elevado 

estado de estres oxidativo, lo que se deduce por el aumento en los productos de la 
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oxidacion de lipidos, proteinas y DNA (ver referencia tabla 3); sin embargo, es posible que 

este aumento sea compensado por el incremento en la actividad de los sistemas 

antioxidantes. 

La tabla 3 compara el porcentaje de Fe' 2, la actividad de la superoxido dismutasa, 

peroxidacion de lipidos y, oxidacion de proteinas y DNA en la sustancia nigra y la corteza, 

encontrada en estudios postmortem en pacientes con enfermedad de Parkinson y sujetos 

sanos. 

En estudios postmortem de pacientes parkinsonianos, es posible detectar en la 

sustancia nigra las alteraciones oxidativas utilizando diferentes marcadores como el 

malondialdehido, el cual se encuentra aumentado hasta diez veces de su valor normal. La 

concentraci6n de 4-hidroxinonenal (que indica la oxidaci6n de lipidos), se encuentra 

incrementada en un 58% de las neuronas sobrevivientes en comparaci6n con el 9% 

encontrado en individuos sanos. La 8-hidroxiguanosin (producto de la oxidaci6n de RNA y 

DNA) se encuentra marcadamente aumentada en las neuronas, y los niveles de carbonilos 

de proteinas (utilizados para detectar oxidaci6n de proteinas) se encuentran incrementados 

en la sustancia nigra en comparacion con la corteza y cerebelo (tabla 3 de la siguiente 

pagina). 

Adicionalmente, el glutation (co-sustrato para la detoxificacion del per6xido de 

hidrogeno por las enzimas glutation peroxidasa y catalasa) se encuentra marcadamente 

disminuido en la enfermedad de Parkinson (Schul y cols. 2000), mientras que la actividad 

de la super6xido dismutasa se incrementa (Marttila y cols. 1988). Finalmente, la 

concentraci6n de Fe'' que en condiciones normales es alto en las neuronas de la sustancia 

nigra en comparaciOn con otras regiones de cerebro, se encuentra aim Inas elevada. A la 

fecha se desconoce el motivo por el cual el Fe2+  se encuentra elevado en la sustancia nigra 

de pacientes con Parkinson, sin embargo se ha atribuido al aumento en el ntimero de 

transportadores DMT1 (Salazar y cols. 2008; Hirsch E.C., 2009). 

• 
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Tabla 3 
Evidencia de dark) por estres oxidativo en la 
enfermedad de Parkinson 

Indice evaluado Regi6n cerebral Porcentaje Referencia 

Concentraci6n 	total 	de Sustancia nigra 129% Jenner, 1998 
hierro Corteza 100% 

Super6xido dismutasa Sustancia nigra 133% Sofic, 1988 

Cerebelo 95% 

PeroxidaciOn de lipidos Sustancia nigra 135% Saggu y cols. 1989 

Corteza 94% 

Oxidacion de proteinas Sustancia nigra 220% Dexter y cols. 1989 

Corteza prefrontal 100% 

OxidaciOn de DNA Sustancia nigra 

Cerebelo 

238% 

110% 

Floor y Wetzel, 
1998 

Las anormalidades geneticas y la exposiciOn a toxinas ambientales favorecen el 

estres oxidativo, lo que puede &liar especificamente a las neuronas dopaminergicas de la 

sustancia nigra. En condiciones experimentales en ratas, se ha probado que el eliminar 

antioxidantes como la vitamina E de la dieta se induce la perdida del 33% de las neuronas 

dopaminergicas de la sustancia nigra, mientras que otras regiones cerebrales permanecen 

sin alteraciones (Dexter y cols. 1994). Adicionalmente, el alto potencial de oxidaci6n del 

propio metabolismo de la noradrenalina y la serotonina aumentan el estres oxidativo en los 

pacientes afectados por la enfermedad de Parkinson, lo que explica el daiio asociado en el 

locus coeruleus y los nitcleos del rafe, regiones en donde se sintetizan estos 

neurotransmisores, respectivamente (Dexter y cols. 1994). 

Una evidencia que muestra la participaciOn del estres oxidativo es perdida de 

neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra, proviene del estudio en el que se 

administrO a ratas 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), neurotoxina que 

provoca sintomas similares a los de la enfermedad de Parkinson (Przedborskin y cols. 
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1998). El metabolito del MPTP, el 1-metil-4-fenilpiridio (MPP+), penetra a la terminal 

dopaminergica a traves del transportador de dopamina de la membrana plasmatica, 

bloquea el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial, y posteriormente se une con 

alta afinidad al transportador vesicular 2 de monoaminas (Del Zompo y cols. 1991), de 

modo que dentro de estas celulas reduce el ATP de las pozas intracelulares (Krueger y cols. 

1990), redistribuye a la dopamina en el citoplasma, y promueve el estres oxidativo 

dependiente de dopamina. Algunos compuestos antioxidantes como las vitaminas E y C, asi 

como los carotenos y el retinol, pueden rescatar a las neuronas dopaminergicas de los 

efectos tOxicos del MPP+  y disminuir la muerte celular, sugiriendo que el mecanismo 

principal por el que el MPP+  induce tal muerte es por estres oxidativo. Las anfetaminas que 

son transportadas por el transportador de dopamina (Jones y cols. 1998) tambien favorecen 

la acumulacion de dopamina en las terminales, porque inhiben la fuerza prot6nica necesaria 

para capturar la dopamina en las vesiculas. Al igual que el MPP+, las anfetaminas y sus 

derivados producen degeneracion de las neuronas dopaminergicas in vivo (Sonsalla y cols. 

1996), aunque su toxicidad podria atenuarse al inducir la liberacion de dopamina de las 

vesiculas sinapticas, o por el tratamiento con antioxidantes (Schmidth y cols. 1985). 

Los pesticidas como la rotenona (Betarbet y cols. 2000; GOmez-Chavarin y cols. 

2012) o el paraquat (Fukishima y cols. 1993; McCormack y cols. 2002) producen 

degeneracion selectiva de las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra en roedores; 

algunos estudios han encontrado una asociaci6n positiva entre la exposicion a pesticidas y 

la enfermedad de Parkinson. La rotenona, el MPP+ y el paraquat se caracterizan por inhibir 

el complejo I de la cadena de transporte de electrones (Betarbet y cols. 2000; Gomez-

Chavarin y cols. 2012; Fukishima y cols. 1993). El paraquat y el MPP+ son transportados 

por el transportador vesicular 2 de monoaminas, por lo que ambas neurotoxinas alteran el 

almacenamiento de la dopamina en las vesiculas sinapticas, y consecuentemente aumentan 

la concentraciOn de dopamina en el citoplasma (Fukishima y cols. 1993), mientras que la 

alta liposolubilidad de la rotenona le permite cruzar libremente la membrana celular y 

provocar sus efectos neurotoxicos. 
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2.5 Cuerpos de Lewy y oc-sinucleina 

Los cuerpos de Lewy son estructuras tipicamente circulares eosinofilicas (figura 9) 

que se encuentran en el citoplasma de las neuronas de pacientes con enfermedad de 

Parkinson y en enfermos con demencia con cuerpos de Lewy. Tambien se encuentran en 

el 10% de los cerebros de personas mayores de 60 ailos de edad clinicamente normales; en 

estos individuos se conocen como cuerpos de Lewy incidentales y se consideran un 

marcador presintomatico de la enfermedad de Parkinson (DelleDonne y cols. 2008). 

Cuerpos de Lewy en la sustancia nigra 

Paciente normal Paciente con enfermedad de Parkinson 

Figura 9 I Microfotografias de sustancia nigra con Cuerpos de Lewy. En A se muestra 
la sustancia nigra de un paciente sin cuerpos de Lewy, B) de un paciente con enfermedad 
de Parkinson y C) amplificacion de una neuronas de sustancia nigra que muestra una masa 
eosinofilica (punta de flecha) con un alto contenido de a—sinucleina y otras proteinas. 

En los cuerpos de Lewy se han encontrado aproximadamente 70 diferentes tipos de 

moleculas, pero su principal componente son filamentos, aunque tambien podemos 

encontrar proteinas de choque termico (Auluck y cols. 2002), neurofilamentos (Galvin y 

cols. 1997) y subunidades del proteosoma como las enzimas parkina y la ubiquitina ligasa 

E3 	y cols.l, 1997). 

2.5.1 Expresion de la a—sinucleina en el neurodesarrollo 

La a-sinucleina es una proteina acida de 140 aminoacidos, su expresion se ha 

asociado con enfermedades neurodegenerativas; asi como durante el proceso de 

diferenciacion y desarrollo del sistema nervioso central. Originalmente fue aislada de las 

placas amiloides (depOsitos de material extracelular amiloideo que es de naturaleza 
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proteica, insoluble y resistente a la proteolisis) de cerebros de pacientes con Alzheimer. 

Esta proteina pertenece a una familia de proteinas codificadas por varios genes y 

estructuralmente relacionados, que se expresan en diferentes regiones del cerebro y cuya 

expresion es diferencial durante el desarrollo neuronal y madurez cerebral. 

La a-sinucleina es una proteina de localizacion presinaptica y de funcion 

desconocida que juega un papel crucial en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson, sin 

embargo se ha observado que la reducci6n en su expresion reduce la densidad de vesiculas 

en las sinapsis cerebrales, acompaiiado de una reduccion del area de la terminal sinaptica, 

pero solo en regiones donde la proteina se expresa en grandes cantidades, lo que sugiere su 

participacion en la regulaciOn del trafico vesicular y mantenimiento de la membrana en el 

boton sinaptico, pero sin que tenga una regulacion directa sobre el contenido del 

neurotransmisor. En ratones mutantes la ausencia de a-sinucleina protege parcialmente a 

las neuronas dopaminergicas de la activacion de la apoptosis mediada por la proteina cinasa 

C, esto sugiere que la a-sinucleina, ademas de desempeilar funciones relacionadas con el 

mantenimiento sinaptico, puede interactuar y regular la funciOn de proteinas implicadas en 

procesos apoptoticos mediados por la proteina cinasa C (Milan M., 2007) 

La a—sinucleina ,se localiza por inmunotincion en el sistema nervioso central en: 

neocorteza, hipocampo, giro dentado, bulbo olfativo, talamo, cerebelo, amigdala y nncleo 

acumbens particularmente en el citoplasma y en membranas de las vesiculas sinapticas 

cercanas a las terminales presinaptica (Li y cols. 2002; Monti y cols. 2010). Galvin y cols, 

(2001) localizaron a la a-sinucleina en el soma de las neuronas de la sustancia nigra 

durante el desarrollo en embrionario en el humano, entre las semanas 15-18 de gestaciOn y 

posteriormente en los procesos neuronales entre la semana 18 de gestaci6n y los 9 meses de 

edad, lo que sugiere la participacion de esta proteina durante la diferenciacion y 

conectividad en el neurodesarrollo y madurez del sistema nervioso central; en donde se ha 

propuesto regula el trafico vesicular y el mantenimiento de las membranas en el botOn 

sinaptico. 

Por inmunotinciOn se ha demostrado que la proteina a—sinucleina tiene una 

expresion morfologica diferencial durante el desarrollo del sistema nervioso central en los 
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roedores, teniendo un alto nivel de expresion en los cuerpos neuronales de la sustancia 

nigra durante la primer semana posterior al nacimiento; el mamero de neuronas con 

inmunoreactividad positiva a esta proteina decae progresivamente entre los 14 y 21dias 

postnatales, hasta que alrededor de dia postnatal 28 alcanza el nivel de expresion 

encontrado en la edad adulta (Jakowec y cols. 2001; Li JY y cols. 2002). 

La a—sinucleina es abundante en las terminales presinapticas de las neuronas 

dopaminergicas, el 50% de ella se encuentra asociada a la membrana presinaptica y el 

recto es citosOlica. Por su interacciOn con la fosfolipasa D2  se ha propuesto que una de sus 

funciones mas importantes en la presinapsis es regular la formaci6n de vesicular sinapticas 

a partir de endosomas, aunque se han sugerido otras funciones, como su participaciOn en la 

exocitosis y la formacion del citoequeleto. 

2.5.2 Formacion de los cuerpos de Lewy 

Los cuerpos de Lewy son inclusiones que se encuentran entre las celulas de la 

sustancia nigra considerados marcadores patologicos de la enfermedad de Parkinson, pero 

fueron desestimados al encontrase en otras areas cerebrales por el envejecimiento normal, 

ademas de en cerebros de pacientes con enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer 

y la demelicia con cuerpos de Lewy (Goedert, 2001; Spillantini y cols. 1997). Un 

componente importante de los cuerpos de Lewy son los filamentos de a-sinucleina, que es 

una de proteina de la que hasta ahora no se tienen bien definidas sus funciones. 

El principal componente de los cuerpos de Lewy son filamentos de a—sinucleina 

que tienen 200-600 nm de largo y 5-10 nm de diametro (Goedert M, 2001; Wakabayashi y 

cols. 2007), aunque tambien contienen otras proteinas como la ubiquitina (Kuzuhara y 

cols., 1988), subunidades del proteosoma (Ii y cols. 1997), proteinas de choque termico 

(Auluck y cols. 2002) y neurofilamentos (Galvin y cols. 1997). 

En condiciones fisiologicas la a—sinucleina se encuentra en su forma nativa como 

laminas 13 llamadas protofibrillas, en la figura 10A se muestra de manera esquematica la 

forma en la que se organizan los monOmeros, al sedimentarse las laminas 13 de la a-

sinucleina (oligomeros de la a—sinucleina) forman fibras amiloideas que es su forma 

24 

111 



patogenica como se muestra en la figura 10B y C, sin embargo a la fecha no ha sido posible 

detectar estas protofibrillas en las fases tempranas del proceso neurodegenerativo en los 

enfermos con Parkinson. 

Las mutaciones Ala53Thr y Ala30Pro en el gen PARKI aumentan la tendencia de 

la a-sinucleina para formar protofibrillas (Conway y cols. 2000) las cuales generan 

toxicidad celular (Bucciantini y cols. 2002), indicando que los cuerpos de Lewy son 

estructuras daiiinas para las neuronas (Golberg y cols. 2002: Lee y cols.2002: Gosavi y 

cols. 2002; Tompkins y cols. 1997: Hurtig y cols. 2000). 

• 

Monomer° de a-sinucleina 
	

Oligornero de a-sinucleina 

Figura 10 I Esquema de A) la forma nativa en monomeros no plegados y B) la forma 
oligomeric*plegada de la a-sinucleina la cual forma placas 13 

Sin embargo, se ha propuesto que las neuronas que presentan cuerpos de Lewy son 

aquellas que tratan de evadir el mecanismo toxico involucrado en las enfermedades 

neurodegenerativas como el Parkinson. La habilidad de los cuerpos de Lewy para 

secuestrar proteinas que han adoptado formas fibrilares potencialmente citotoxicas podria 

ser inicialmente benefica para las neuronas dopaminergicas, pero es dificil imaginar que 

estas inclusiones no contribuyan a la perdida de funciones celulares una vez que hayan 

aumentadt su volumen dentro del soma. El aumento en la concentraci6n de a—sinucleina 

tambien incrementa la probabilidad de la formaci6n de fibrillas hasta generar un colapso de 

estas protginas, alterando sus funciones y generando toxicidad (Shtilerman y cols. 2002). 

La formaciOn de moleculas de dopamina-quinona por la auto-oxidacion de la 

dopamina provoca el cambio de la estructura protofibrilar de la a-sinucleina, que junto con 

el aumento de la concentraci6n de dopamina en el citoplasma exacerban el datio celular 

(Conway y cols. 2001). Adicionalmente, los filamentos de a-sinucleina alteran la 
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integridad de la membrana de las vesiculas sinapticas en donde forman poros. La 

formacion de estos poros se favorece por las mutaciones Ala53Thr y Ala30Pro en el gen 

PARK] (Volles y cols., 2001, 2002: Lashuel y cols., 2002) y el estres oxidativo estimula 

tanto el plegamiento como la agregacion de la a-sinucleina en el citoplasma; ambos 

eventos aumentan la salida de la dopamina de las vesiculas (Lashuel y cols. 2002). De esta 

manera la a—sinucleina mutada produce directamente la acumulaciOn de dopamina en el 

citoplasma. 

2.5.3 Cuerpos de Lewy y el sistema proteosomico de ubiquitina 

Tres genes han sido asociados con la enfermedad de Parkinson e implicados en la 

formacion de los cuerpos de Lewy: PARK] que codifica para la sintesis de a-sinucleina 

(Polymeropoulos y cols. 1997; Kruger y cols. 1998), PARK2 para la ubiquitina ligasa E3 o 

parkina (Kitada y cols. 1998) y PARKS para la hidrolasa C-terminal de ubiquitina Ll 

(UCHL1) (Giasson y Lee. 2001), las dos Ultimas proteinas participan en el sistema 

proteosomico de la ubiquitina encargado de regular la concentracion de las proteinas en las 

celulas (figura 11). 

El proteosoma es una estructura esencial para la degradaci6n y eliminaciOn de 

proteinas mutadas, mal plegadas o dariadas (ej. a—sinucleina). Esto se logra a traves de una 

serie de reacciones enzimaticas que primeramente deben identificar y unir covalentemente 

proteinas anormales con moleculas de ubiquitina como serial de degradaci6n. La activacion 

de la ubiquitina por la enzima El dependiente de ATP se transfiere a la enzima conjugadora 

de ubiquitina E2 que la une a un residuo de lisina de la proteina en una reaccion catalizada 

por diferentes ligasas de ubiquitina (E3) que junto con enzimas especificas asegura 

selectivamente que la proteina dariada sea degradada. Los conjugados ubiquitina-proteina 

son subsecuentemente reconocidos y degradados por el proteosoma 26S que son proteasas 

localizadas en citoplasma, regiones polinucleares y el nucleo. Los productos de la 

degradacion del proteosoma 26S son pequerios peptidos y aminoacidos que se reciclan para 

formar nuevas proteinas. Simultaneamente la cadena de ubiqutinas se libera de las proteinas 

marcadas, y son desensambladas por la hidrolasa C-terminal de ubiquitina Ll (UCHL1) 
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para producir monomeros de ubiquitina que inician nuevamente su union a la enzima 

activadora, y de esta manera contribuir a la eliminaciOn de proteinas anormales. 

En la enfermedad de Parkinson hereditaria es posible que existan deficiencias en la 

ubiquitina ligasa (E3) y en la ubiquitina C-terminal hidrolasa (UCHL1), componentes del 

sistema proteosomico de ubiquitina; estas alteraciones son importantes en el desarrollo de 

los procesos neurodegenerativos, e indican que el deterioro en la eliminacion adecuada de 

las proteinas dafladas es determinante en el progreso de la enfermedad. 

La figura 11 muestra de manera esquematica, como mutaciones en varias enzimas 

en el sistema proteosomico de ubiquitina altera la degradacion de proteinas mutadas o mal 

plegadas. 
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Figura 11 I Degradation de a-sinucleina por la via proteosomica de ubiquitina. 

2.6 Deterioro neuronal por dario en el proteosoma 

Una explication breve de la secuencia de eventos es que la reducciOn en el 

funcionamiento del proteosoma afecta la degradaci6n de proteinas, por lo tanto la 

inadecuada eliminaciOn de protofibrillas disfuncionales de a-sinucleina aumenta su 

concentration y rompe la homeostasis de la dopamina, induciendo neurotoxicidad por el 

incremento del estres oxidativo en las celulas de la sustancia nigra. 

En todas las formas de la enferniedad de Parkinson la muerte de las neuronas 

dopaminergicas es el mecanismo clave en el que coinciden el estres oxidativo inducido por 
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la dopamina, asi como la desorganizaci6n del proceso de plegado y eliminacion de la 

proteina a—sinucleina. 

2.7 Hipotesis ambiental de la enfermedad de Parkinson (Langston 1983). 

Existen numerosos estudios dirigidos exclusivamente hacia la inducciOn o 

prevencion de la perdida de neuronas dopaminergicas despues o durante la exposicion 

aguda a neurotoxinas como el 1MPTP, la 6-OHDA, el lipopolisacarido que es una 

endotoxina bacterial, los pesticidas y herbicidal. El descubrimiento de los efectos del 

MPTP por Langston en 1983 lo Ilevo a proponer lo que eventualmente comenz6 a 

conocerse como la hipotesis ambiental de la enfermedad de Parkinson (Langston y cols., 

1983, 1999; Cory-Slechta y cols. 2005a, 2005b; Barlow B.K., 2007) Esta hipOtesis se ha 

reforzado por los numerosos reportes subsecuentes en donde se ha demostrado que los 

agentes ambientales son causantes de la perdida de neuronas dopaminergicas en animales; 

la tabla 4 compara las caracteristicas de la enfermedad de Parkinson con las caracteristicas 

observadas en modelos animales en los que se utilizan toxinas como 6-OHDA, MPTP, 

pesticidas y lipopolisacarido (Ling y cols., 2002, 2004a, 2004b; Barlow y cols. 2004, 2006; 

Lloyd y cols., 2006). 

Originalmente Donald Calne y Bill Langston en 1983 desarrollaron la hip6tesis que 

propone la disminucion de las neuronas dopaminergicas con el avance de la edad, es decir 

que el envejecimiento por si mismo es un factor de riesgo importante para el desarrollo de 

la enfermedad de Parkinson; sin embargo la exposiciOn a toxinas ambientales aumenta el 

riesgo de la perdida neuronas dopaminergicas en la sustancia nigra, que eventualmente 

puede llevar a los individuos al umbral de los sintomas de la enfermedad de Parkinson 

idiopatica en edades mas tempranas (figura 12). 

Actualmente se sabe que el patron de perdida de las neuronas dopaminergicas 

producidas por el envejecimiento es heterogeneo en el mesencefalo e inconsistente con la 

perdida de neuronas dopaminergicas en la sustancia nigra lateral y en la region ventral; 

zonas en las que se ha observado la perdida de neuronas en los cerebros de pacientes con 

parkinsonismo. 
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Figura 12 I Ilustracion de la hipotesis de Caine-Langston. La grafica muestra la 
hipotesis de Langston y Caine sobre Ia perdida progresiva de neuronas dopaminergicas en 
Ia enfermedad de Parkinson idiopatica (linea continua negra), en ella se incluye el impacto 
de un factor ambiental (flecha roja) que puede ocurrir en cualquier momento a lo largo de 
Ia vida, que induce la perdida de estas neuronas (linea azul) y favorecen Ia expresiOn 
temprana de los sintomas de la enfermedad de Parkinson. (Tornado de Cory-Slechta D. 
2005). 

El modelo sugiere que la Casa de perdida de neuronas dopaminergicas en los 

pacientes con enfermedad de Parkinson es lineal, sin embargo se sabe que los sujetos 

inician Ia sintomatologia alrededor de 7 ahos antes de que se presente el sindrome 

parkinsOnico y a partir de este momento la perdida de neuronas dopaminergicas es 

exponential. 

29 



Tabla 4 I Comparacion de las caracteristicas de la enfermedad de Parkinson en 
humanos con modelos animales. 

Modelos animales 

Caracteristicas 
	

6-OHDA 	MPTP Pesticidas 	LPS 	Modelos 
Prenatal 	Geneticos 

Progresion 	 no 	no 	no 	no 	 si 

Cuerpos de Lewy 	no 	no 	? 	si 	 si 
con inclusiones 

Cambios en la 	si 	si 	si 	si 	limitada 
dopamina estriatal 

NeuroinflamaciOn 	si 	si 	si 	si 	 si 

Radicales libres 	si 	si 	si 	si 	 si 

Cambios 	 limitados 	si 	si 	limitados 	limitados 
conductuales 

Perdida en otras 	LC 	nd 	nd 	LC, 	nd 
areas del cerebro 	 serotonina 

Caracteristicas 	 nd 	nd 	nd 	nd 	 nd 
perifericas 

LPS= lipopolisacarido endotoxico bacteriano; LC= locus ceruleus; nd no determinado 

Aun cuando para tratar de explicar el proceso de perdida neuronal se han 

desarrollado modelos animales utilizando diferentes neurotoxinas (tabla 4) que inducen 

varias de las caracteristicas de la enfermedad de Parkinson, a la fecha no existen evidencias 

de como se da la perdida progresiva de las neuronas dopaminergicas. 

La hipotesis propuesta de Langston y cols. (1983), aunque en su momento fue un 

gran aporte, nos lleva a cuestionarnos sobre la posibilidad de que el envejecimiento normal 

por si mismo sea un factor determinante para que la perdida de neuronas dopaminergicas 

origine la enfermedad de Parkinson, o si un evento o varios eventos como la exposicion a 

algan factor ambiental de riesgo junto con el envejecimiento origine la perdida de estas 

neuronas. Adicionalmente esta hip6tesis no incluye la influencia de los factores geneticos 

ni considera la posibilidad de que la exposicion indirecta a factores ambientales a traves de 

la madre durante periodos tempranos del desarrollo del sistema nervioso central como la 

gestacion y la lactancia o la exposicion directa durante infancia o adolescencia 

permanezcan de manera "silente" y generen un dalio latente y/o progresivo lento que 
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culmine con la perdida neuronal, originando que los sintomas de la enfermedad de 

Parkinson aparezcan en edades mas tempranas. 

En la figura 13 se muestra algunas modificaciones propuestas por Barlow (2007) a 

la hipOtesis original de Langston y Caine sobre Ia perdida progresiva de neuronas 

dopaminergicas en la enfermedad de Parkinson idiopatica, en ella se incluye el impacto de 

varios factores ambientales; y su interaccion secuencial o simultanea a lo largo de la vida 

mismos que inducen Ia perdida de estas neuronas y favorecen la expresiOn temprana de los 

sintomas. A lo largo de Ia vida los individuos pierden de manera gradual neuronas 

dopaminergicas; al inicio esta perdida puede ser lenta y progresiva (linea negra continua) 

y posteriormente 7 atios antes de que se presente el sindrome parkins6nico Ia perdida se 

acelera y (curva negra discontinua) hasta alcanzar el umbral de los sintomas de la 

enfermedad de Parkinson cerca o despues de los 60 arms de edad. Sin embargo, despues de 

Ia exposiciOn a uno o varios factores ambientales, ya sea de manera indirecta o directa, en 

diferentes etapas de la vida como la gestacion, lactancia, infancia, adolescencia o adultez 

joven (tlechas rojas); se produce una abrupta perdida de neuronas dopaminergicas (linea 

azul), que en la mayoria de las veces ocurre sin notarse y progresa hasta que alcanza el 

umbral de los sintomas de enfermedad de Parkinson (curva azul discontinua) que se 

manifiestan antes de los 60 anos. 

La mayoria de los trabajos de investigaciOn sobre Ia enfermedad de Parkinson, se 

han enfocado en el periodo de la perdida rapida de neuronas dopaminergicas (figura 13; 

curva azul discontinua), y los modelos animates utilizan solo un factor de riesgo (figura 

13; flechas rojas) para intentar reproducir este escenario. 

La interacciOn secuencial o simultanea de mas de un factor de riesgo para el 

desarrollo de la enfermedad de Parkinson se concentran en figura 13, e incluyen: 

exposicion a toxinas, envejecimiento y otros factores desconocidos potencialmente daninos. 

Sabemos desde hace dos decadas, que el sistema dopaminergico nigroestriado posee un 

mecanismo compensatorio que mantiene las funciones motoras "normales-  aun despues de 

31 



Disminuci6n de neuronas 
dopaminergicas 

Segunda 
< ExposiciOn 
en Edad Adulta 

P6rdida acelerada do 
neuronasom•rx 

Perdida acelerada de I dopaminergicas 
neuronas dopaminergica 	•

•• 	 ••••.... 

Aparicion de los sintomas de Ia enfermedad de Parkinson 

0_ 

• o 

0 a 
w 

0 

a 

0 a x 

P
o

rc
en

ta
je

  d
e  

n
eu

ro
n

as
  d

o
p

am
in

er
g

ic
as

  

50 

75 

100 

25 

Hipotesis de Milltiples Impactos Ambientales para el desarrollo 
de la enfermedad de Parkinson 

• 

Gestacion 0 	10 	20 	30 	40 	50 	60 	70 	80 
(anos) 

Figura 13 I 	Ilustracion de la hipotesis de multiples impactos ambientales para el 
desarrollo de la enfermedad de Parkinson. La perdida progresiva de neuronas dopaminergicas 
en la enfermedad de Parkinson idiopatica (linea continua negra), en ella se incluye la perdida 
acelerada de estas neuronas (curva discontinua negra, fleck's N erdes) antes de que se presente los 
sintomas de la enfermedad de Parkinson. Milltiples impactos de factores ambientales (fleehas 
rojas) que pueden ocurrir en cualquier momento de la vida, induce la perdida acelerada de estas 
neuronas (lineas continuas azules, tlechas erdes) y favorece la expresiOn temprana de los 
sintomas de Ia enfermedad de Parkinson. (Modificado de Barlow BK., 2007) 

haber perdido un nOmero importante de neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra, en 

respuesta a la regulaciOn anOmala glutamatergica en el estriada por las neuronas espinosas 

medianas (Smith y cols. 2009; Villalba y Smith 2010). Este mecanismo compensatorio no 

supera los dews de la exposicion repetida a toxinas o los defectos geneticos en los 

animates. Conceptualmente, si las neuronas dopaminergicas fueran danadas por mas de 

una toxina que actila a traves de diferentes mecanismos, el mecanismo compensatorio 

posiblemente se reduzca, y producir la perdida progresiva de las neuronas dopaminergicas. 

Deborha Cory-Slechta (2005) sugiere que cuando hay multiples factores de riesgo, a largo 
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plazo el sistema no puede "homeostaticamente re-regularse por si mismo" lo que provoca 

el dario. 

2.8 Neurotoxicidad durante el desarrollo embrionario por sustancias 
quimicas ambientales. 

Existen multiples factores ambientales que pueden provocar efectos toxicos en el 

organismo. Diversos estudios muestran que la exposicion a xenobioticos como metales 

pesados (Fearnley y Lees, 1991), pesticidas entre los que se incluye la ROT (Barlow y 

cols., 2004; Betarbet, 2000), fungicidal y herbicidas como el maneb y paraquat (Feng, and 

Maguire-Zeiss, 2011; Ferrante y cols., 1997), entre otros, pueden generar darios en el 

sistema nervioso central (Heikkila y cols., 1985). Grandjean y Landrigan (2006) 

encontraron que la exposiciOn de fetos humanos a sustancias quimicas industriales 

provocaba darios en el cerebro durante el proceso de neurodesarrollo, los que podian 

predisponer a diversas enfermedades neurolOgicas o psiquidtricas a largo plazo 

Como resultado de la exposicion de las madres durante la gestacion y la lactancia a 

sustancias t6xicas durante el desarrollo embrionario, la neurotoxicidad provoca alteraciones 

en la conducta, neurocitologicas, neuroquimicas, neurofisiologicas y/o cambios 

morfologicos gruesos en el sustancia nigra de las crias. 

Para que las sustancias quimicas lleguen al feto deben cruzar la barrera placentaria, 

el use de este termino, lleva a la concepci6n err6nea de que la placenta actua como una 

barrera protectora del feto contra sustancias potencialmente toxicas, sin embargo, la 

placenta debe ser vista como una interface dinamica y cambiante que permite el transporte 

de compuestos esenciales y nutrimentos, sin embargo algunos xenobioticos tambien 

pueden cruzar esta barrera. Se ha documentado que sustancias neuroactivas o drogas 

(ejemplo; alcohol, cocaina y heroina) tienen efectos neurotoxicos en los fetos humanos 

(Stanton y Spear, 1990), no obstante el riesgo por la exposici6n ambiental a sustancia 

quimicas durante la gestacion es mayor, pero ha lido menos investigado. 

• 
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2.8.1 Transporte placentario de sustancia neurotoxicas. 

El paso de sustancia neurotOxicas por la barrera hemato-placentaria puede llevarse 

a cabo de diferentes formas: por transporte activo, transporte facilitado y difusion pasiva. 

La selectividad de este paso depende principalmente del transporte activo con el que la 

placenta transfiere sustancias hacia el feto en contra del gradiente de concentraciOn, y cuya 

principal funcion es asegurar la concentracion adecuada de sustancias para el crecimiento 

fetal (Salama y cols., 1993). 

Algunos compuestos daftinos pueden ser transportados por mecanismos existentes 

en la placenta. Por ejemplo; algunos metales ionicos toxicos pueden transportarse a traves 

canales ionicos y de esta manera atravesar facilmente las membranas. La permeabilidad de 

ciertas sustancias quimicas esta determinada por las caracteristicas fisicas de la placenta 

como: grosor, area, sistemas de acarreo, contenido de lipidos y proteinas, etc. y por sus 

caracteristicas quimicas del compuesto como el grado de ionizacion, solubilidad a lipidos, 

union a proteinas y peso molecular. La permeabilidad, el flujo sanguineo y metabolismo de 

la placenta, tambien afecta la transferencia de sustancias quimicas, dado que la placenta no 

es estatica y se modifica al avanzar la gestacion (Slikker y cols., 1994). 

En los adultos las neurot6xinas que cruzan la barrera hematoencefalica ejercen sus 

efectos al solubilizarse en los lipidos (Watanabe y cols., 1990). Por lo tanto muchos 

compuestos identificados como neurotOxinas en el cerebro adulto pueden cruzar 

potencialmente la placenta facilmente y llegar la circulacion fetal despues de la exposiciOn 

de la madre. Sin embargo para conocer la forma en que un compuesto neurotoxico 

constituye particularmente un riesgo para el feto se debe conocer la cinetica especifica de 

su paso por la placenta. 

2.8.2 Sensibilidad del Sistema Nervioso Central en Desarrollo a las 
Neurot6xinas 

La sensibilidad del sistema nervioso central en desarrollo a sustancias neurotOxicas 

se define por varios factores toxicocineticos, que incluyen diferencias en el metabolismo 

enzimatico, en la tasa de excrecion, en la afinidad especifica de union a proteinas y en la 

falta de madurez de la barrera hematoencefalica en el feto. En el feto humano el desarrollo 
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de la barrera hematoencefalica se inicia en la gestacion y se termina hasta el primer ario de 

vida (Rodier, 1995). 	La falta de madurez de la barrera hematoencefalica durante el 

periodo pre- y postnatal permite el paso de agentes como el cadmio cuya probabilidad de 

penetrar al cerebro maduro es baja, pero puede cruzar mas facilmente al cerebro durante el 

desarrollo (Levin y Miller, 1980). Datos recientes han demostrado que en ratas; diferentes 

pesticidas son capaces de modificar las caracteristicas de la barrera hematoencefalica 

cuando se administran durante el periodo del desarrollo de la misma y este efecto persiste 

ann despues de que ha cesado la exposici6n. (Gupta y cols., 1999). Por lo tanto las 

modificaciones que originan los pesticidas en la barrea hematoencefalica hace mas 

vulnerable o sensibiliza al sistema nervioso central a los datios ocasionados por 

neurotoxinas; que de otra manera no podrian pasar esta barrera. 

El sistema nervioso central en desarrollo es altamente sensible a las neurotoxinas 

ambientales si estas interrumpen procesos esenciales durante periodos especificos de 

diferenciacion y madurez al cruzar la barrera hematoencefalica, estas neurotoxinas inducen 

disfuncion neurologica, aunque el sistema nervioso central en desarrollo tiene la capacidad 

de adaptarse y con ello compensar las perturbaciones o dafios ocurridos tempranamente. Es 

claro que durante el desarrollo el sistema nervioso central es mas vulnerable a los darios 

inducidos por agentes quimicos que el sistema nervioso adulto (Tilson y Kodavanti, 1997, 

1998). 	Durante la transiciOn de neuroblasto a neuronas maduras, las celulas 

transitoriamente tienen cierto grado de plasticidad fenotipica, y para que funcione esta 

plasticidad, es necesario que el microambiente en el cual se encuentran inmersas las 

celulas se encuentre en Optimas condiciones durante los estadios en los que se definen su 

funciOn con precision; por ejemplo los sistemas sensoriales son altamente sensibles a 

cambios en el microambiente (Kentroti, 1997; Ahlbom y cols., 1995). La tasa maxima de 

neurogenesis en las diferentes regiones del cerebro se lleva a cabo en diferentes estadios del 

neurodesarrollo (Rodier 1980); sin embargo la neurogenesis ocurre 6nicamente durante la 

embriogenesis cuando transcurren procesos como la migraci6n neuronal, del desarrollo de 

receptores y de sistemas de trasmision; y la mielinizacion. Por ello las neuronas dariadas 

durante la embriogenesis por la exposicion a sustancias neurotOxicas pueden perder su 

35 



limitada capacidad de regeneraciOn o plasticidad neuronal originando dallos neuronales 

permanentes, sin que por ello se comprometa el crecimiento y la viabilidad del feto. 

En muchas especies de mamiferos, ocurre un crecimiento acelerado del cerebro; en 

el rat& y la rata, este periodo abarca de la 3a  a la 4a  semana de vida, durante el cual ocurre 

la lactancia. Durante este periodo el cerebro se encuentra sometido a varias fases 

fundamentales del desarrollo como el crecimiento de axones y dendritas, establecimiento de 

conexiones neuronales, sinaptogenesis, multiplicaciOn de las celulas gliales que acomparia a 

la mielinizacion (Dencker y Eriksson, 1998), por lo que en durante periodos criticos del 

desarrollo las neurotoxinas pueden afectar importantemente el desarrollo de la sustancia 

nigra durante la gestacion. (Eriksson, 1997). En el humano, el crecimiento acelerado del 

cerebro se inicia durante el primer trimestre de la gestacion y continua hasta el primer alio 

de vida. 

Existen muy pocos estudios experimentales in titero durante periodos especificos 

de alta vulnerabilidad de la sustancia nigra a sustancias neurot6xicas, por lo que para 

llevarse a cabo deben considerarse las diferencias que existen en el desarrollo y la madurez 

del sistema nervioso, para poder valorar los riesgos de la toxina utilizada. 

2.8.3 Neurotoxinas en animales de experimentacion 

Utilizando altas dosis de diversas neurotoxinas en modelos animales, se ha 

encontrado que causan mortalidad, malformaciOn y/o crecimiento anormal de las crias de 

las hembras expuestas. Gran variedad de compuestos (tabla 5) afectan el desarrollo del 

sistema nervioso, y se ha sugerido que los dalios cronicos que ocurren son mayores cuando 

se utilizan dosis bajas por largos periodos de tiempo; que aquellos dalios ocasionados por 

exposicion dosis agudas altas (Vorhees,1997). 

Se han identificado varias neurotoxinas como: pesticidas, solventes, metales, 

compuestos organometalicos y sustancias industriales que afectan el neurodesarrollo, 

ademas de las drogas de abuso. En los mamiferos estos compuestos son capaces de generar 

mayor daiio en la progenie que en las madres (tabla 5), asi como los identificados por 

Goldey y cols. (1994) como "neurotoxinas especificas del desarrollo". Sin embrago en el 

humano no se han analizado exhaustivamente estas neurotoxinas por lo tanto no existen 
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evidencias de peso sobre sus efectos. Las pruebas mas convincentes son aquellas realizadas 

en animales de experimentacion en los que la exposiciOn a bajas concentraciones de 

neurotoxinas durante desarrollo induce alteraciones funcionales permanentes en el cerebro. 

Debido a que los procesos biolOgicos implicados en la neurogenesis y la maduraciOn 

del sistema nervioso son similares en los mamiferos (humanos y animales), se pueden 

esperar efectos andlogos de las neurotoxinas, por que los compuestos pueden llegar al 

cerebro humano en periodos criticos del desarrollo de manera y concentraciOn similar, y 

tener tambien efectos similares. 

TABLA 5 Toxinas que experimentalmente inducen datio neuronal en las crias 
expuestos pre- o postnatalmente* 

Pesticidas y compuestos 	Solventes organicos y quimicos 	Metales y compuestos con metales. 

relacionados 	 industriales 

Clordecon 	 Acetaldehido 	 Aluminio 

CordimeformPes 	 Acrylamidopamina 	 Arsenic° 

Clorpirifos 	 Monoxido de carbono 	 Cadmio 

2,4-D 	 Disulfuro de carbono 	 Plomo 

Deltametrin 	 Dietilhexilftalato 	 Mercurio 

Dilor 	 Etano 	 Metilmercurio 

Dinoseb 	 Etilenglicol 	 Trietileno de plomo 

Disulfotan 	 Metoxietanol 	 Trimetil de plomo 

Endrin 	 Metano 	 Trietileno 

Etilentiourea 	 Metil etil cetono 	 Trimetileno 

oxido de etileno 	 N-Metilprolindopaminano 

Fenitotrin 	 n-Hexano 

Fenvalerato 	 PCB 

Lindopaminano 	 PBB 

Nicotina 	 Estireno 

Permetrina 	 Dioxido de sulfuro 

Triclorfon 	 Tolueno 

Toxafen 	 111-Tricloroetano 

Simazina 	 Tricloroetileno 

Xyleno 

*Tomada de Andersen, 2000 
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2.8.4 Comparacion de estudios de neurotoxinas de los modelos animales 
a los humanos. 

Se deben considerar varios aspectos respecto al comparar los estudios de neurotoxinas 

entres las diferentes especies animales y humanos. Como mencionamos la placenta no es 

estatica porque cambia a lo largo de la gestacion; en los serer humanos al inicio de la 

gestaci6n (13-80 dias de gestaci6n) se presenta el saco vitelino al que posteriormente se 

sobrepone el desarrollo de la placenta corioalantoidea (del dia 21 al termino de la 

gestacion) (Slikker y Miller, 1994). Los estudios experimentales sobre la transferencia 

placentaria, (el paso de moleculas de la circulacion materna a la fetal o viceversa), han sido 

cuestionados debido a las diferencias estructurales de la membrana, principalmente por el 

ntImero de capas celulares que la constituyen y que separan la sangre materna de la sangre 

fetal, lo que implica que el paso de sustancias esenciales es altamente selectivo, sin 

embargo tambien es posible el paso de sustancia neurotoxicas (Salama y cols. 1993; Slikker 

y Miller, 1994). 

Diferentes metodos in vitro se han desarrollado con tejido placentario de animales o 

de humanos para investigar el transporte de sustancias quimicas por la placenta (Slikker 

and Miller, 1994). Una de sus limitantes es que solo se pueden realizar estudios con 

sustancias que atraviesan la placenta por difusion pasiva (Tuntland y cols., 1999), sin 

embargo ha sido atil para estudiar la transferencia de farmacos a traves de la placenta por 

exposicion ocupacional o ambiental. 

Los modelos farmacocineticos facilitan la explicacion de la transferencia placentaria 

en animales y humanos (Kim y cols., 1996), sin perder de vista los factores que limitan su 

aplicacion en las evaluaciones de riesgo, como es la diferente union de las sustancias 

quimicas a las proteinas del suero que puede modificarse durante la gestaci6n entre la 

madre y el feto; por ejemplo si una sustancia es metabolizada a una forma polar por el feto, 

la tasa de retorno a la circulaciOn materna del compuesto original disminuye. 

Adicionalmente, al evaluar el transporte debe considerarse que la placenta es un sitio de 

almacenaje y de biotransformacion (Slikker and Miller, 1994). Las sustancias pueden ser 

detoxificadas o metabolizadas a substancias mas toxicas por enzimas de la placenta (por 
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ejemplo: las enzimas del citocromo P450). En el feto el desarrollo de los sistemas 

enzimaticos metabolicos varia entre las especies y en humanos no estan completamente 

desarrollados durante el periodo embrionario-fetal. (Cresteil, 1998), por lo que se sugiere el 

uso de cobayos en modelos animales, porque en esta especie el desarrollo del cerebro es 

mas parecido al de los humanos. 

Considerando que la duraci6n del desarrollo del sistema nervioso central es 

diferente entre las especies, el uso de modelos experimentales con roedores puede no ser el 

adecuado, pues algunos sitios de union para las neurotoxinas se desarrollan postnatalmente 

mientras en los humanos es prenatal. Se sabe que agentes como el plomo, metilmercurio y 

PCB en bajas concentraciones son altamente neurotoxicos durante el desarrollo en los 

humanos y en animales de laboratorio generan deficit motor o cognitivo, aunque las 

comparaciones cuantitativas solo se pueden establecer al utilizar curvas dosis-respuesta 

(Stanton y Spear, 1990; Tilson y Kodovant, 1998). 

2.8.5 Sustancias con efectos neurotoxicos en humanos. 

Se considera que los estudios clinicos y epidemiologicos subvalitan la neurotoxicidad 

que ocurre durante el desarrollo. Se estima que de 138 sustancias quimicas industriales que 

son neurotoxicas en los humanos, 56 son pesticidas y compuestos relacionados, 24 son 

solventes y 18 son metales o compuestos organometalicos, y las neurotoxinas restantes se 

utilizan principalmente en la industria quimica y causan signos y sintomas clinicos como: 

adicciOn, ataxia, coma, delirio, alucinaciones, fasiculaciones musculares (son causadas por 

contracciones musculares menores incontrolables de un grupo muscular abastecido por una 

sola fibra nerviosa motora, si son menores a menudo pasan inadvertidas, mientras que 

otras son signos de un trastorno neurologico), narcosis, sindrome psic6tico organic°, (es un 

trastorno mental mayor, de origen emocional u organico, que produce deterioro de la 

capacidad de pensar, de responder emocionalmente, de recordar, de comunicar y de 

interpretar la realidad), paralisis, parestesia, (sensaciOn anormal de los sentidos o de la 

sensibilidad general que se traduce por una sensaci6n de hormigueo, adormecimiento, 

ahorcamiento, etc.), parkinsonismo, neuropatia periferica y temblores (Kimbrough y cols., 

1989; Grandjean y cols., 1991, 1997). 
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El nitmero actual de sustancias identificadas como neurotoxinas para el humano es 

muy bajo, pero la mayoria se originan en la industria o son utilizadas en zonas agricolas, sin 

embargo, puede considerarse que el numero es mayor que lo que se tiene registrado y va en 

aumento. Existe muy poca informaciOn y ademas controvertida sobre los riesgos y los 

datios que provocan en el feto y el paso transplacentario de sustancias consideradas 

neurotoxicas; sin embargo es facil suponer que la mayoria de estas son capaces de cruzar la 

placenta. 

Las evidencias mas convincentes sobre la neurotoxicidad prenatal en humanos se 

restringen imicamente al plomo, metilmercurio y bisfenoles clorados que se utilizan en la 

fabricaci6n de envases plasticos de alimentos y bebidas (Chen y cols. 1992; Tilson y 

Kodavanti, 1997; Banks y cols. 1996; Grandjean y cols., 1997). 

Los estudios realizados hasta ahora en humanos son insuficientes, tienen graves 

limitaciones y carecen de bases cientificas para evaluar la relacion existente entre la 

exposici6n a neurotoxinas durante el desarrollo pre- y postnatal y los riesgos para 

desarrollar alguna enfermedad neurolOgica. 

La exposicion a neurotoxinas ambientales durante el desarrollo temprano tiene 

consecuencias serias en los nifios de la sociedad moderna (Bank y cols., 1996), y se 

dispone de muy poca evidencia de los efectos que pueden tener sobre el sistema nervioso. 

Solo para el plomo, el metilmercurio y policlorobisfenoles (PCBs) existen evidencias 

epidemiolOgicas convincentes (Chen y cols., 1992; Banks y cols., 1996; Grandjean y cols., 

1997), al menos otras 135 sustancias quimicas industriales causan toxicidad en humanos, 

que al ser probados experimentalmente en animales causan neurotoxicidad. La falta de 

una evaluacion cientifica de los efectos que causan las toxinas ambientales durante el 

neurodesan-ollo en humanos impide prevenir la neurotoxicidad generada por ciertos 

productos quimicos, por ello los esfuerzos deben dirigirse a la prevencion de la exposicion 

a toxinas no solo durante el desarrollo sino a lo largo de la vida. 

Considerando el dificil acceso a datos epidemiolOgicos, es necesario dirigir los 

esfuerzos para realizar estudios experimentales que Ileven al conocimiento de la capacidad 

de los compuestos para cruzar la placenta humana y de su tasa de transferencia en 

diferentes estadios durante la gestacion; estos estudios pueden ser de gran valor para 

• 
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determinar el datio potencial por la exposicion en diversas etapas del desarrollo fetal del 

cerebro. 

El estudio de la estructura y de la manera en que las sustancias potencialmente 

neurot6xicas penetran la barrera placentaria, la hematoencefalica y otras durante el 

desarrollo embrionario puede ser relevante, pues permitire generar productos quimicos con 

una baja capacidad para penetrar estas membranas biolOgicas. 

Es necesario dirigir estudios experimentales sobre neurotoxicidad durante el 

desarrollo, utilizando modelos animales en roedores expuestos a dosis bajas y repetidas 

durante la etapa pre- y post-natal, que permitan analizar en cortos periodos de tiempo los 

efectos neurotoxicos graves e irreversibles que pueden permanecer sin ser detectados. Por 

lo tanto, es necesario implementar modelos experimentales capaces de detectar los efectos 

durante la gestaciOn y el periodo neonatal, estos modelos deberan desarrollarse 

dependiendo de las condiciones en las que los humanos se exponen e incluir exposiciones 

cronicas y agudas durante los periodos mas vulnerables del neurodesarrollo pre- y 

postnatal. 

2.9 Neurotoxinas ambientales en el desarrollo de modelos animales de la 
enfermedad de Parkinson. 

A partir de la hipotesis ambiental de la enfermedad de Parkinson desarrollada por 

Langston (1983), han surgido numerosos reportes que sugieren que las sustancias 

ambientales pueden producir la perdida de neuronas dopaminergicas en animales. 

Herbicidas y pesticidas como la ROT (Singer y Ramsay, 1994; Betarbet y cols. 2000), el 

paraquat (Liou y cols. 1996), el maneb (Tiruchelvam y cols. 2000), el dieldrin (Kanthsamy 

cols. 2005) y los insecticidas organoclorados (Corrigan y cols. 2000) han mostrado su 

capacidad para producir la perdida de neuronas dopaminergicas de la stistaneia nigra en 

animales. Asimismo, algunas de estas neurotoxinas se han detectado en los cerebros de 

pacientes con enfermedades neurodegenerativas. 

El mayor atractivo de las sustancias antes mencionadas es su potencial use para 

diseilar modelos animales como la enfermedad de Parkinson idiopatica porque los humanos 

se exponen a ellas en el medio ambiente y es facil asumir que contribuyen a la patogenesis 
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de esta enfermedad. Sin embargo, es dificil determinar como moleculas naturales como la 

ROT y numerosos compuestos naturales y sinteticos que contienen piridio, (una estructura 

similar al MPTP y al paraquat) han contribuido al desarrollo de la enfermedad de Parkinson 

durante el siglo XX. 

La 6-hidroxidopamina (6-OHDA), el 1-metil-4-feni1-1,2,3,6-tetrahidropiridina 

(MPTP) y la ROT son neurotoxinas dopaminergicas que producers muchas caracteristicas 

de la enfermedad de Parkinson por lo que son muy utiles en el estudio de la 

neurodegeneraciOn. 	En particular la ROT es la primera toxina que se ha observado 

produce la formacion de cuerpos de Lewy, ademas de perdida de neuronas dopaminergicas, 

las disminucion de dopamina en el estriado, neuroinflamaciOn y alteraciones locomotoras 

(Uversky, V.N., 2004; Cannon y Greenamyre, 2010) (Tabla 3). 

A pesar de la gran contribucion que estos modelos animales hacen para explicar la 

enfermedad de Parkinson aim tenemos un gran camino por recorrer. Las investigaciones 

realizadas a la fecha, han sido altamente dopaminocentricas, es decir enfocadas casi 

exclusivamente sobre la perdida aguda de las neuronas dopaminergicas, aunque estos 

estudios tiene aportaciones importantes para el desarrollo de nuevos farmacos, terapias y 

tratamiento, no aportan conocimiento sobre el proceso de la perdida progresiva de las 

neuronas dopaminergicas. Desde el punto de vista clinico tambien, se sabe muy poco 

sobre el mecanismo de la perdida neuronal progresiva, por lo tanto, debemos enfocarnos en 

el desarrollo de terapias que detengan la perdida progresiva de las neuronas 

dopaminergicas. 

Se ha sugerido que se requiere de la administraci6n de mas de una dosis de una 

toxina para producir el efecto sinergico entre multiples administraciones de diferentes 

toxinas para provocar la perdida progresiva de neuronas dopaminergicas, para originar un 

efecto que semeje a lo que se observa en la enfermedad de Parkinson. El entender el 

mecanismo responsable del efecto sinergico y la perdida progresiva, proporcionara una 

vision mas critica y cercana de como se altera el mecanismo compensatorio en el sistema 

nigroestriado. La lOgica dicta que los seres humanos no solo se exponen a un solo factor de 

riesgo, sino a la combinacion de varios factores en diversas ocasiones durante la vida, por 
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lo tanto el desarrollo de modelos animales con multiples exposiciones parecen ser la 

evolucion logica de los modelos animales de la enfermedad de Parkinson. 

2.9.1 Mecanismos de accion de 6-OHD, MPTP y ROT. 

Los mecanismos intracelulares de las neurotoxinas que se aplican en modelos 

animales de la enfermedad de Parkinson convergen en algim momento como se muestra en 

la figura 14. 

El MPTP atraviesa la barrera hematoencefalica despues de la administraci6n 

sistemica y dentro de los atrocitos y por acciOn de la monoaminoxidasa-B se convierte en 

su forma activa MPP+ que se libera al espacio extracelular para ser transportado por el 

transportador de dopamina, una vez dentro de la neuronas dopaminergica el MPP+ puede: 

i) concentrarse en la mitocondria donde inhibe el complejo I de la cadena respiratoria o ii) 

ser secuestrado por las vesiculas sinapticas via el transportador vesicular (figura 14). La 6-

OHDA se administra estereotaxicamente en: la sustancia nigra, el trayecto nigroesriatal o 

en el estriado por el transportador de dopamina; una vez dentro de la neurona se acumula en 

la mitocondria y al igual que el MPP+ inhibe el complejo I de la cadena respiratoria de la 

mitocondria (figura 10). 

Figura 14 I Vias intracelulares de neurotoxinas dopaminergicas aplicadas 
en modelos animales de la enfermedad de Parkinson. El esquema muestra la 
interaccion neurotoxinas MPTP, 6-OHDA y ROT con la cadena respiratoria de la 
mitocondria. 
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Las toxinas agricolas como los pesticidas y herbicidas (ej. ROT, paraquat y maneb) 

por su liposolubilidad penetran la membrana de las neuronas dopaminergicas de manera 

inespecifica y se acumulan en la mitocondria donde inhibe el complejo I mitocondrial. 

Una vez dentro de la mitocondria, el MPP+, la 6-OHDA y la ROT interfieren con 

el transporte de electrones de la mitocondria que consiste de 5 complejos (I al V). El 

MPP+, la 6-OHDA, la ROT y el paraquat afectan directamente al complejo I (C-1) y 

generan especies reactivas de oxigeno (C-III). En general todos estas neurotoxinas 

aumentan la produccion de radicales libres y disminuyen la sintesis to ATP en la 

mitocondria (recuadro figura 10). 

3. Caracteristicas de la ROT y su uso en el modelo animal de la 
enfermedad de Parkinson 

El uso de los plaguicidas botanicos se remonta probablemente a nuestros ancestros 

cavemicolas quienes seguramente aprendieron la tecnica de quemar las hojas de cierto 

arbusto con el fin de ahuyentar los insectos molestos. Tal ha sido el comienzo de la 

fumigacion. Tambien hay evidencia que en el antiguo Egipto ya se conocia el uso de un 

polvo misterioso que protegia los cultivos y los granos almacenados del ataque de insectos. 

Muchos siglos despues en el Medio Oriente, dicho polvo misterioso era conocido como el 

polvo de Persia. 

Los aborigenes de la Amazonia utilizan las raices del cube o barbasco para pescar, 

en un macerado que arrojan a los rios; luego de un rato aparecen los pescados flotando y 

son consumidos como base de su alimentacion. 

La coccien de las raices del cube tambien permiten obtener un texico fail en el 

envenenamiento de las puntas de las flechas, debido a que el compuesto es muy toxic° por 

via endovenosa para los animales, sin que produzca el mismo efecto por via digestiva 

siempre y cuando no existan heridas ni Alceras por donde el veneno pudiera ingresar. 

La accien pesticida de este rotenoide se conocio desde 1884 en Singapur, donde los 

agricultores lo utilizaban en forma de infusiones de derris (Derris eliptica). En 1902 el 

• 
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quimico hindu Nagal aislo el principio activo de una planta de la India Oriental y Malaya 

que se conoce como "roten" o "derris" por lo que le puso el nombre de Rotenona. 

La palabra "cube" es un termino peruano que antiguamente se entendia como 

"planta venenosa", especificamente para la especie Lonchocarpus utiles A. C Smith que se 

utiliza para pescar. En termino "barbasco" que se use en Espana y otros paises europeos 

para designar a una planta venenosa conocida como "barbascum", que tambien se utilizo 

en la pesca de donde se deriva el termino embarbascar que significa pescar con venenos. 

Ademas "barbasco" en el Peril se denomina a cualquier planta que se usa como veneno 

para la pesca, entre las cuales se incluye a las plantas de genero Throsia toxicaria y la del 

genero Serjania. En las zonas de Junin, Huanuco, Huancayo y partes del Sur se le conoce 

como "cube", en Loreto como "conapi" o "pacal", y "kumu" en el Cuzco. En Brasil se le 

denomina "timbo" pero incluye tambien a otras plantas que tienen las mismas propiedades. 

En 1930 Killip y Smith describieron al "cube" o "barbasco" como Lonchocarpus utilis. 

• 3.1 Caracteristicas quimicas de la ROT 
CH2 

3 

Nombres cotnunes: 
Barbasco, cube, haiari, nekoe, timbo, 
conapi, pacai y kumo. 

Quimica: 
1,2,12a-tetrahidro-8,9-dimetoxi-2 (-
metiletenil-(1)benzopiran-6(6H) -ONE 
C23 H22 06 

Composicion: 
Carbono 	70.40% 
Hidr6geno 	5.62% 
Oxigeno 	24.34% Figura 15 I Estructura molecular de la ROT 

Caracteristicas fisico-quimicas 

• Polvo cristalino blanco 
• Insoluble en el agua 
• Soluble en alcohol, acetona, cloruro de carbono, clorofonno, eter y otros solventes organicos. 
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3.2 Propiedades bioquirnicas de la ROT 

La ROT es una citotoxina con alta solubilidad en los lipidos, lo que le permite facil 

acceso a todos los organos, en particular en el cerebro, en donde alcanza su maxima 

concentration despues de 15 min de ser administrada y disminuye a la mitad en menos de 2 

h. Una vez que cruza libremente las membranas celulares, la ROT puede acumularse 

subcelularmente en la mitocondria, donde se une a la enzima nicotinamida 

adenindinucleOtido deshidrogenasa (NADH-deshidrogenasa) del complejo I (NADH-

ubiquinona oxido reductasa) de la cadena de transporte de electrones que se muestra en la 

figura 16 (Kilbourn y cols. 1997; Betarbet y cols. 2002; Keeney y cols. 2006). Por este 

efecto la ROT es usada ampliamente como un potente inhibidor del complejo I 

mitocondrial (figura 11). 

Gradiente electroquimico de protones 

Figura 16I RepresentaciOn esquematica del transporte de electrones en la cadena 
respiratoria y el sitio de union en donde la ROT lo inhibe. 

La administraciOn de ROT por diferentes vias en roedores genera diversos tipos de 

lesiones en el sistema nervioso central. La administracion oral causa neurodegeneraci6n de 

las neuronas dopaminergicas, deficit motor y la presencia de a—sinucleina (Inden y cols., 

2007). La administraci6n sistemica causa toxicidad relacionada directamente con la dosis o 

puede ser letal. La inyecci6n estereotaxica en el tallo cerebral de la rata, vacia el contenido 

de dopamina y serotonina del estriado. Las ratas tratadas por una semana con 10-18 
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mg/kg/dia en una infusion intravenosa causa lesiOn bilateral en el estriado y globo palido 

caracterizada por la perdida neuronal y gliosis, sin que se afecte la sustancia nigra 

(Ferrante y cols. 1997). 

En ratones la inyecci6n Onica subcutanea de 15 mg/kg y de 1.5 mg/kg en repetidas 

ocasiones de ROT, no afecta el contenido de dopamina estriatal (Thiffault y cols. 2000), 

contrariamente Betarbet y cols. en 2000, encontraron que la inyecci6n intravenosa y la 

infusion subcutanea de 2-3 mg/kg/dia de ROT por 3 semanas a ratas produce 

neurodegeneracion dopaminergica nigroestriada. El analisis cuantitativo del numero de las 

neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra se reducen cerca del 30% en comparaciOn 

con las ratas tratadas con el vehiculo. Este estudio tambien muestra que el numero de 

neuronas dopaminergicas mesolimbicas, cuyos cuerpos celulares se encuentran adyacentes 

a las de la sustancia nigra en el area ventral tegmental no manifiestan cambios por la 

administraci6n de ROT, mientras en el estriado la perdida de las fibras dopaminergicas es, 

en promedio, del 55%, similar a lo que ocurre en la enfermedad de Parkinson. 

En contraste con el modelo de 6-OHDA y el de MPTP, las ratas tratadas con ROT, 

algunas de las neuronas dopaminergicas sobrevivientes de la sustancia nigra contienen 

inclusiones proteicas de a—sinucleina como ocurre en la enfermedad de Parkinson 

(Betarbet y cols. 2000; Sherer y cols. 2003). 

El use de modelos animales para el estudio de patologias humanas como la 

enfermedad de Parkinson son herramientas invaluables en varios sentidos, ya que con ellos 

ha sido posible reconstruir muchos aspectos de las enfermedades en humanos como la 

neuropatofisiologia de las enfermedades neurolOgicas como el Parkinson. Estos modelos 

han sido fuente abundante de informacion sobre los mecanismos celulares, neuroquimicos, 

geneticos, etc. ademas de aportar informaciOn sobre posibles tratamientos terapeuticos. Aim 

cuando la mayoria de las enfermedades neurologicas no se entienden en su totalidad, se 

sigue generando informaciOn sobre su posible tratamiento, por lo tanto los modelos 

animales parecen seguir proporcionando informaci6n en la direcciOn correcta. 
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

A pesar de que las evidencias epidemiologicas acumuladas y que los datos 

obtenidos de modelos en rata de la enfermedad de Parkinson con ROT apuntan a que la 

ROT es un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson, se desconoce 

si la exposicion a ROT de madres gestantes y lactantes, afecta el desarrollo del sistema 

dopaminergico nigroestriatal en sus crias produciendo parkinsonismo, o lesiones asociadas 

con la enfermedad de Parkinson. 

Por lo tanto se requiere generar informacion sobre los efectos toxicos en la via 

nigroestriada en desarrollo tratando de contestar preguntas fundamentales de como la ROT 

durante el desarrollo embrionario puede inducir dalios progresivos y/o permanentes en las 

neuronas dopaminergicas nigroestriatales en desarrollo, y si los dafios iniciados en el 

desarrollo embrionario pueden conducir al desarrollo del sindrome parkinsonico en los 

adultos jOvenes o hacer mas susceptibles a estas neuronas a los datio despues de varias 

exposiciones a esta toxina o a otros xenobioticos. 
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4 HIPOTESIS 

1. La ROT administrada en ratan gestantes y lactantes reduce el namero de neuronas 

dopaminergicas nigroestriatales tanto en sus crios como en ellas mismas. 

2. La exposicion in iitero y durante la lactancia a ROT aumento la concentracion de la 

proteina oc—sinucleina en la sustancia nigra y el estriado. 

3. La exposici6n in Utero y durante la lactancia a ROT altera el sistema nigroestriatal 

lo que se manifiesta como deficiencias motoras en las crias. 

4. La exposici6n in l'itero y durante la lactancia a ROT sensibiliza el sistema 

dopaminergico nigroestriatal de modo que lo hace mas susceptible a exposiciones 

posteriores en la edad adulta. 
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5 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los efectos de la exposicion a ROT in iitero y durante la lactancia sobre el 

desarrollo del sistema dopaminergico nigroestriado de la rata y establecer su posible 

relacion con: 

1) Cambios en las neuronas dopaminergicas en la sustancia nigra 

2) Variaci6n en la concentraciOn de a-sinucleina 

3) Alteraciones motoras a largo plazo (permanentes) 

4) Mayor sensibilidad del sistema a exposiciones subsecuente 

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

5.1.1 Determinar la dosis subcutanea diaria de ROT a administrar en ratas adultas que 

asegure su supervivencia durante la gestacion y la lactancia, y que esta dosis 

permita tener la mayor tasa de sobrevida de las crias en la etapa neonatal. 

5.1.2 Determinar los efectos del tratamiento con diferentes dosis subcutaneas de ROT 

en las ratas gestantes y lactantes sobre el nUmero de neuronas TH-IR 

(dopaminergicas). 

5.1.3 Cuantificar en las crias expuestas a ROT in (item  y durante la lactancia los 

efectos sobre el nitmero de neuronas dopaminergicas TH-IR de la via 

nigroestriadas despues del desarrollo postnatal (30 y 60 dias postnatales). 

5.1.4 Cuantificar la concentracion de la proteina oi-sinucleina en la sustancia nigra y 

• estriado de las madres tratadas con ROT y de sus crias. 

5.1.5 Evaluar la capacidad motora de las crias en diferentes edades despues de ser 

tratadas con ROT y sus cambios despues de haber sido expuesta por una 

segunda ocasi6n al neurotoxico en edad adulta. 

5.1.6 Evaluar con Fluoro-Jade C, el proceso neurodegenerativo de la sustancia nigra, 

sin importar el mecanismo especifico de muerte celular. 

0 

S 
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6 MATERIAL Y METODOS 
6.1 Condiciones generales 

6.1.1 Preparacion y administracion de la solucion de ROT. 

La solucion de ROT (Sigma, St Louis, MO), se prepara en una mezcla 1:1 de 

polietilenglicol y dimetilsulfoxido (PEG:DMSO, o vehiculo). La ROT o el vehiculo se 

prepare) diariamente para administrarse por via subcutanea en las ratas gestantes bajo las 

diferentes condiciones experimentales. La ROT o el vehiculo se administraron levantando 

la piel del lomo de las hembras despues de confirmar su prefiez por la presencia del tap6n 

vaginal. 

6.1.2 Cuidado y manejo de los animales 

Los animales asi como todos los procedimientos se manejaron de acuerdo a la 

Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999) la cual cumple con la Guia para el 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicada en 1996 por el Instituto Nacional de 

Salud de U. S. A. 

Se utilizaron ratas Wistar hembra de 250 g, obtenidas del Bioterio de la Facultad de 

Medicina se colocaron dos hembras con un macho sexualmente experto. Despues de 48 h 

se verifico mediante el tapon vaginal que las hembras estuvieran preriadas, lo que 

determine) el inicio del tratamiento con ROT. Las hembras preriadas se colocaron en cajas 

individuales y se mantuvieron en condiciones estandar con un ciclo invertido de luz-

obscuridad de 12-12 horas (las luces se apagaban a las 7 AM,), a temperatura (21 ± 1.0 C) 

y humedad (55 ± 5%) constantes y con agua y alimento ad libitum. 

La ROT se administro inyectando por via s.c. 100 µI de la mezcla de PEG:DMSO 

(1:1) en la que se diluyo la concentraciOn correspondiente de ROT de acuerdo al protocolo 

a seguir. 

6.1.3 	Preparacion del tejido cerebral para inmunotincion. 

Las ratas hembras y sus crias fueron anestesiadas con una sobredosis de 

pentobarbital sodico, 1 o 0.5 ml respectivamente (Pfizer, Mexico, DF, Mexico) y se 

perfundieron transcardialmente con 200 ml de una solucion PBS (solucion salina en buffer 
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de fosfatos: 0,1 M, pH 7.4, NaC1 130 mM, Na2HPO4 7mM y NaH2PO4  3 mM), y 

posteriormente fueron fijadas con 250 ml de paraformaldehido al 4% disuelto en la 

solucion PBS. Los cerebros se extrajeron y se postfijaron en la misma soluciOn durante 12 

h, y posteriormente se colocaron en una soluciOn crioprotectora consistente en sacarosa al 

30% disuelta en solucion PBS a 4° C. 

6.1.4 Procedimiento de inmunotincion para tirosina hidroxilasa 

De la porciOn del cerebro correspondiente a la sustancia nigra, de acuerdo a las 

coordenadas al atlas estereotaxico del cerebro de la rata (Paxinos y Watson, 1997), se 

obtuvieron cortes de 40 tim de grosor en un micr6tomo de congelacion a -20°C (Cryo-Cut 

American Optical). 

Para la inmunohistoquimica de TH, las rebanadas de cerebro se colocaron en libre 

flotacion en cajas multipozos y se lavaron tres veces con PBS durante 10 min (PBS 3X10 

min); se incubaron por una hora a 4° C en una soluciOn PBS con 3% de Triton X-100 

(Sigma) y 0.01% de albumina bovina (BSA; Sigma). Posteriormente, las secciones fueron 

incubadas 12 horas en una soluciOn de PBS que contenia el anticuerpo policlonal de conejo 

contra TH (1:1000; Biotecnologia Santa Cruz); esta incubacion se mantuvo en condiciones 

de agitacion leve y a 4° C. Al dia siguiente, despues de lavarse en PBS 3X10 mM, los cortes 

fueron incubados en solucion PBS con un anticuerpo secundario biotinilado (IgG de 

conejo biotinilado diluido a 1:250; ABC Vector Burlingame, CA USA) durante 2 h a 

temperatura ambiente; al termino de este tiempo los cortes fueron lavados con PBS 3X10 

mM. Para visualizar la reaccion de la union antigeno-anticuerpo, las secciones se incubaron 

2 h en una soluciOn de avidita-biotina conjugada con peroxidasa (ABC VectaStain Elite Kit 

Vector, Burlingame, CA, USA). Despues de lavarse 3X10 min con una solucion Tris-HC1 

0.1 M, pH 7.4, las secciones fueron incubadas 5 min con 0.1% de diaminobencidina 

(Sigma), y luego se agrego perOxido de hidrOgeno (F1202) al 0.24% para revelar la 

localizacion de la reaccion antigeno-anticuerpo para TH. La reaccion fue monitoreada con 

un microscopio, y cuando era claramente visible se detuvo mediante lavados con PBS 3X5 

mM. Finalmente, las secciones reveladas fueron colocadas sobre portaobjetos, se 

deshidrataron con alcoholes y xilol, para finalmente cubrirse con Cytoseal XYL (Richard 

Allan-cientifico) y un cubreobjetos. 

• 
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6.1.5 	Analisis y cuantificacion de las neuronas dopaminergicas de la 
sustancia nigra TH-IR 

Para cuantificar a las neuronas TH-IR, los limites de la SN se establecieron de 

acuerdo con el atlas estereotaxico del cerebro de rata (Paxinos y Watson, 1997) iniciando 

en -5,20 y terminando a -6,30 mm de Bregma (aproximadamente 800 gm de la SN fueron 

evaluadas). Las imagenes fueron capturadas por una camara (Evolution VF Cooled Color 

Camera Medica Cybernetics) adaptada a un microscopio (Olympus IX-71, JapOn) con un 

aumento 4X y 20X, aumento con el cual se hace el analisis, una vez adquiridas las 

imagenes, con el programa Image ProPlus 6.0. Las neuronas TH-IR fueron contadas 

manualmente en un area de 0.075 gm2. El criterio para considerar a una neurona 

dopaminergica TH-IR fue encontrar el citoplasma completamente marcado, y el nucleo 

perfectamente definido y sin marca. Se analizaron veinte cortes del cerebro de cada uno de 

los 10 animales. Con estos datos se calculo el promedio de las neuronas TH-IR por cada 

animal. 

• 
	 6.1.6 Preparacion de los tejidos para la extraccion y cuantificacion de a— 

sinucleina. 
Para cuantificar el contenido de a-sinucleina nativa las hembras y/o sus crias se 

sacrifican por decapitacion. El estriado y la sustancia nigra se disectaron y se mantuvieron 

a -70oC hasta ser procesadas no mas de un mes. La extraccion de a-syn se neve) a cabo de 

acuerdo al metodo de Campbell et al. (2000), y para la cuantificacion de la a-sinucleina se 

procediO de acuerdo a las instrucciones del proveedor del kit de ELISA (Biotrak ELISA 

System, a-synuclein, Amersham Biosciences, UK). 

6.1.7 Histofluorescencia con FluoroJade C 

El Fluoro-Jade C asi como su precursor, el Fluoro-Jade B marca neuronas en 

proceso de degeneracion sin importar el origen del daiio provocado en las neuronas ni el 

mecanismo especifico de muerte celular. El Fluoro-Jade C es un fluoroforo resistentes a 

decoloracion, con alta resolucion, buen contraste y alta afinidad por las neuronas en 

proceso de degeneracion; permite localizar cuerpos de degeneracion, dendritas y axones. 

El procedimiento para marcar neuronas con FluoroJade C se neva a cabo de acuerdo 

al metodo de Schmued y cols. (1997), y consiste en colocar los cortes de tejido sobre 
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portaobjetos gelatinizados, se secan a temperatura ambiente, se sumergen 3 min en etanol al 

100%, 1 min en etanol al 70%, 1min en agua, 15 min con agitacion ligera en una solucion 

0.06% de permanganato de potasio, se lava 1 min en agua. Las preparaciones se sumergen 

en una solucion al 0.0001% de FluoroJade C disuelto en 0.1% de acido acetic° por 30 min 

en la obscuridad. Al termino de este tiempo las preparaciones se lavan sumergiendo 3 

veces por 1 min en agua, se colocan horizontalmente en obscuridad y se secan bajo un 

ventilador. Finalmente se sumergen 3 veces por 2 min en xileno y se cubren de DPX 

6.1.8 Procedimiento para la prueba motora de la viga de equilibrio. 

La prueba fue disefiada y validada por Drucker y Garcia (1991), especificamente 

para evaluar la conducta motora de ratas con dafio en la via nigroestriada. Este dispositivo 

(figura 17) consiste en una viga de madera de 2 m de largo, colocada con una inclinacion 

de 15°, para que la rata la escale. En el extremo superior de la viga se coloca su caja-hogar 

como estimulo para que ejecute la prueba. Inicialmente, las ratas se entrenan a subir sobre 

una viga de 24 mm de ancho durante 5 dias antes de realizar la prueba; la prueba inicia 

cambiando el grosor de la viga en anchos de 9, 6 y 3 mm. La rata se coloca en la parte baja 

de la viga y se le permite caminar hasta alcanzar el extremo superior registrando el tiempo 

en el que llega a su caja-hogar. Se emplea un limite maxim° de 120 seg, al termino del 

cual si la rata no ha alcanzado su caja-hogar se remueve manualmente y coloca en su caja y 

recibe una calificacion de 120 seg en caso de no ejecturar la prueba. Los resultados se 

expresaron como el promedio del tiempo total (seg) que tarda cada animal (10 sujetos en 

cada condici6n experimental) para ejectuar la prueba. 

S 
Figura 17 I IlustraciOn del dispositivo 
para la prueba motora en la viga de 
inclinada. La inclinacion de 15° se logra 
con la altura de los pedestales de 42.5 y 
100 cm, respectivamente, que soportan 
las vigas de madera de 3, 

15 cm 
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6.2 Diserios experimentales 

Los disetios experimentales se dirigieron para resolver preguntas especificas y son: 

1. Curva dosis respuesta con ROT en hembra 

2. Curva dosis-respuesta con ROT en crias 

3. Administraci6n de ROT durante la gestacion, lactancia y gestacion/lactancia 

4. ExposiciOn de las crias a ROT durante el neurodesarrollo y en edad adulta. 

6.2.1 Curva dosis-respuesta con ROT en hembras 

El primer disetio consistio en realizar una curva dosis-respuesta de ROT que 

permitiera determinar la dosis optima para obtener el mayor indice de sobrevida de las ratas 

gestantes (figura 18A) y la obtenci6n del mayor numero de crias viables las cuales se 

utilizaron en el diserio experimental posterior (figura 19). El disefio experimental de la 

figura 18B se determino una vez obtenidos los resultados de la curva dosis-respuesta. 

A 
28V14 

51 DIAS 
(21 GESTACION + 
30 LACTANCIA) 
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CONTROL 
	

ROT 1.0 
n=8 
	

n=8 

CONCENTRACION 
a-SINUCLEINAEN 

sustancia nigra y estriado 

Figura 18 Curva dosis-respuesta de ROT en las hembras gestantes y lactantes. A) Este 
diserio nos permiti6 definir la dosis con la cual encontramos darios en la sustancia nigra, asi 
como obtener la mayor tasa de sobrevida de hembras y crias, en el enciso B) el diserio que 
permitio cuantificar la concentracion de a —sinucleina la estriado y sustancia nigra en 
hembras expuestas a ROT. 

Una vez confirmada la preriez de las ratas, se organizaron en seis grupos: Control o 

intactas, Vehiculo y administradas con 0.2, 0.4, 0.6 y 1.0 mg/kg de ROT. El tratamiento via 

subcutanea (s.c.) se inicio el primer dia de la gestacion y se mantuvo por 51 dias, que 

corresponden 21 a la gestacion y 30 a la lactancia. El cerebro de las hembras asi como el de 

sus crias a los 30 y 60 dias postnatales se extrajeron para ser procesados por inmunotincion 

para cuantificar el numero de neuronas con inmunoreactividad positiva a tirosina 

hidroxilasa (TH-IR) en la sustancia nigra o para cuantificar por ELISA el contenido de a—

sin en la sustancia nigra y el estriado. 

6.2.2 	Curva dosis-respuesta con ROT en crias 

EL diserio de la figura 19A y B se construy6 a partir de las crias de las ratas 

gestantes tratadas con las diferentes dosis de ROT (curva dosis-respuesta), con la finalidad 

de determinar la dosis con la que se obtendria el mayor nUmero de crias viables, observar 

sus efectos en la sobrevida, el peso corporal, cuantificar el nUmero de neuronas TH-IR de la 

• 
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CRIAS EXPUESTAS in utero Y EN LA LACTANCIA (51 DIAS) A 

CONTROL 
n=20 

VEHICULO I ROT 0.2 
n=20 	n=20 

TASA DE SOBREVIDA(%) 
PESO CORPORAL (gr) A LOS 

1, 15, 30 y 60 DIAS POSTNATALES 

ROT 0.4 
n=20 

30 Y 60 DIAS POSTNATALES 
NUMERO DE NEURONAS TH-IR EN sustancia nigra 

(n=10, para cada edad) 

ROT 0.6 	ROT 1.0 
n=20 	 n=20 

sustancia nigra, la concentraci6n de a—sinucleina y obtener los datos preliminares sobre los 

efectos de la ROT en la capacidad motora de las crias. 

B 

  

 

CRIAS 
CONTROL 

n=9 

CRIAS 
ROT 1.0 

n= 9 

  

1. PRUEBA DE ACTIVIDAD MOTORA a los 30 y 60 
DIAS POSTNATALES 

2. CONCENTRACION a-SINUCLEINA EN ESTRIADO Y 
sustancia nigra SOLO A LOS 60 DIAS 
POSTNATALES 

Figura 19 I Curva dosis-respuesta de la exposicion in (item  y durante la lactancia a ROT 
en las crias en A) para cuantificar el namero de neuronal TH-IR de la sustancia nigra y en 
B) para cuantificar la concentraciOn de a—sinucleina en estriado y sustancia nigra. 

6.2.3 Administracion de ROT durante la gestacion, lactancia y 
gestacion/lactancia 

Una vez determinada la dosis de ROT con la que se obtiene el mayor indice de 

sobrevida de las madres y sus crios, fue necesario determinar el estadio del desarrollo 
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durante el cual la ROT provoco mayor dem en las sistema dopaminergico nigroestriatal en 

desarrollo (figura 20). 

Ratas Wistar prefiadas se dividieron en cuatro grupos: el CONTROL que recibieron 

diarimente una inyeccion s.c. con el vehiculo (sin ROT) desde la gestaciOn hasta Ia 

lactancia; el grupo (GEST/LACT) que recibi6 diariamente una inyecci6n con 1.0 mg/kg de 

ROT desde el inicio de la gestacion hasta el termino de la lactancia (51 dias). Un tercer 

grupo (GEST) de ratas gestantes que recibiO diariemente via s.c. 1.0 mg/kg ROT desde la 

gestaciOn y justo despues del nacimiento sus crias fueron intercambiadas por las crias de un 

grupo control (ratas sin ROT), con el fin de que sus crias se expusieran a ROT solo durante 

la gestaciOn y que fueran amamantadas por una hembra control. El cuarto grupo (LACT) 

son las crias de hembras control que despues del nacimiento son intercambiadas por crias 

de hembras tratadas con ROT, con el fin de que fueran expuestas a ROT solo durante Ia 

lactancia. Las crias se sacrificaron a los 60 dias y su cerebro se procesaron para 

inmunotincion para TH en Ia sustancia nigra, evaluar su capacidad motora y cuantificar por 

el metodo de ELISA el contenido de a—sinucleina en Ia sustancia nigra y el estriado. 

= CONTROL 
n = 4 

•Nacirmento- 	

ROT 1.0 
n= 4 

I  I  
CRIAS CRIAS CON ROT L _ _ 	>i CRIAS CON ROT I CRIAS CON ROT 

CONTROL GESTACION 	I 	 I 	LACTANCIA GEST/LACT 
n=18 n = 18 	1<—  — — — 	n=18 n = 18 

NOrnero de neuronas TH-IR en 
sustancia nigra (n=8 porgrupo) 

Prueba motora a crias de 60 dias 
(n=10 porgrupo) 

Concentracian a-sinucleina I 

Figura 20 I ExposiciOn a ROT durante diferentes estadios del desarrollo en crias. 

6.2.4 Exposicion de las crias a ROT durante el neurodesarrollo y en edad 
adultos. 

El diselio experimental de Ia figura 21 consistiO en evaluar el efectos en la 

capacidad motora en diferentes edades en las crias expuestas a ROT in titer° y durante Ia 
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lactancia, y posteriormente en Ia edad adulta, asi como evaluar si las crias expuesta en 

edades tempranas del desarrollo, eran mas susceptibles a los dews ocasionados por una 

segunda exposiciOn a ROT en la edad adulta. 

Ratas Wistar preriadas se dividieron en dos grupos: el CONTROL que se mantuvo 

intacto y un grupo ROT que recibi6 diariamente via s.c 1.0 mg/kg de ROT durante Ia 

gestaciOn y la lactanciase (51 dias). La coordinaci6n motora de las crias se evaluO con la 

prueba motora disefiada y validada por Drucker y Garcia (1991) al mes y a los dos meses 

de edad para posteriormente ser tratadas a los 4 meses de edad con 1.0 mg/kg de ROT; asi 

como un grupo de ratas intactas adulta de 4 meses que solo a esta edad estuvieron espuesas 

a 1 mg/kg de ROT, el incluir este grupo permitio evaluar los claims motores en las ratas 

expuestas a ROT solo durante la edad adulta, todos los grupos fueron evaluados 

nuevamente la prueba de coordinacion motora a los 6, 9 y 12 meses de edad. 

Figura 21 Efecto de la exposiciOn a ROT in Otero, durante Ia lactancia y en edad adulta 
sobre Ia actividad motora. 

Con este disefio experimental se cuantifico el namero de neuronas TH-IR en Ia 

sustancia nigra, y se realizo un experimento piloto en el cual se marcaron las celulas con 

Fluoro-Jade C, fluoroforo que permite identificar neuronas en proceso de degeneraciOn sin 

importar el origen ni el mecanismo de muerte celular por el que ocurre datio (figura 21). 
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6.3 Analisis estadistico. 

Los resultados se expresan en todos los casos como el promedio + el error estandar 

de la media. Dependiendo del caso se realizaron los analisis estadisticos: para la tasa de 

sobrevida de la crias se aplico una prueba X2, una prueba de t de Student para las 

concentracion de a—sinucleina en las hembras y en las crias, una ANOVA de una via 

seguida de una prueba post hoc de Tukey de comparaciones multiples para: el numero de 

neuronal TH-IR en las hembras y crias, asi como para la pruebas motoras; una probabilidad 

de 0.05 se considerO como estadisticamente significativa. 

• 

• 

• 
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RESULTADOS 

7.1 Efecto de la ROT en hembras gestantes 

NUmero de neuronas TH-IR en la sustancia nigra y concentracion de cz—
sinucleina en el estriado y la sustancia nigra 

Nuestro primer reto fue determinar la dosis de ROT que pudiese ser administrada en 

las ratas pretiadas desde el primer dia de gestaci6n hasta el termino de la lactancia (51 dias). 

Los estudios reportados utilizaban dosis entre 2 a 3 mg/kg de ROT para inducir la perdida 

selectiva de neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra en ratas macho adultas, 

administrandola durante 2 horas, o hasta por 5 semanas (Betarbet y cols., 2000,2006; 

Sherer y cols., 2003; Cannon y cols., 2006). De acuerdo con esto hicimos una curva dosis-

respuesta para explorar el efecto de la ROT en la diada madre-crios, ya que se desconocia 

el efecto de la ROT tanto en los crios como en las hembras gestantes. 

Las ratas Wistar preiladas fueron tratadas con 0.2, 0.4, 0.6 1.0 y 2.0 mg/kg/dia de 

I 

	

	 ROT, para medir el efecto de la ROT mediante la cuantificaciOn del nnmero de neuronas 

dopaminergicas TH-IR en la sustancia nigra, y relacionar este efecto con los cambios en la 

coneentraciOn de a-sinucleina en el estriado y la sustancia nigra. La dosis de 2.0 mg/kg de 

ROT fue la primera que se probO por ser la mas frecuentemente reportada. Encontramos 

que esta dosis de ROT causaba la muerte de todas las ratas antes del parto, por lo que fue 

eliminada de los experimentos subsecuentes en apego NOM-062-Z00-1999 con lo que se 

evito el sufrimiento y la muerte innecesaria de los animales. 

Las siguientes dosis de ROT a probar fueron: 0.2, 0.4, 0.6, y 1.0 mg/kg. El efecto 

encontrado en las hembras-madres fue un menor numero de neuronas dopaminergicas. La 

figura 22 muestra imagenes representativas de la sustancia nigra en donde se observa una 

disminucion de las neuronas TH-IR, la cual parecia ser proportional al aumento de la dosis 

de ROT. La media del namero de neuronas TH-IR por campo en las hembras sin 

tratamiento (control) fue 200.5 + 19.92, yen las tratadas con el vehiculo fue 160.5 + 22.39; 

lAs hembras tratadas con ROT tuvieron valores promedio de 219.5 + 26.49, 171.5 + 20.83, 

128.5 + 10.50 y 41.75 + 5.96neuronas TH-IR por campo, que corresponden al efecto de las 

dosis de 0.2, 0.4, 0.6, y 1.0 mg/kg de ROT, respectivamente (figura 23). Ademas, el analisis 

61 



• 

de varianza de una via (ANOVA) revelO significancia para el efecto del tratamiento con 

ROT (F(5,18) = 11.04; p<0.0001). Sin embargo, la prueba post hoc de comparaciones 

multiples de Tukey mostro que solo el grupo de animales tratados con la dosis mayor de 

ROT (1 mg/kg) tuvo diferencias significativas al compararse con los grupos control, 

vehiculo, y los tratados con las otras dosis de ROT (p < 0.001). 

Figura 22 I Fotografias representativas de la sustancia nigra de las madres A y A' en 

condiciones control, B y B' tratadas con el vehiculo de la ROT (DMSO:PEG; 1:1), C y C' a 

F y F' tratadas con 0.2, 0.4, 0.6 y 1.0 mg de ROT respectivamente, a la izquierda se 

presentan micrograficas con un aumento 4X y a la derecha marcadas con el apostrofe con 

un aumento 20X. Se puede observar una menor densidad de neuronas TH-IR conforme se 

incrementa la dosis de ROT. La barra muestra una escala de 10 idm 
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Figura 23 I Miner° de neuronas TH-IR de la sustancia nigra en las ratas adultas. Esta 

grafica representa el ninnero de neuronas TH-1R en relacion a las diferentes dosis de ROT 
por 51 dias en estas ratas. Cada barra representa el promedio + el error estandar del niimero 
de neuronas TH-IR por campo, obtenido a partir de 20 cortes por sujeto de cada grupo (n = 
4). El grupo tratado con 1.0 mg/kg de ROT muestra diferencias estadisticamente 
significativas co p<0.0001. C = grupo control; V = vehiculo; la barra con el rotulo 
Rotenona representa las diferentes dosis a las que los hembras fueron tratadas con 
diferentes dosis de esta. 

Se valoro el efecto de la administraci6n de 1 mg/kg de ROT sobre la concentracion 

de a—sinucleina en las neuronas del estriado y de la sustancia nigra de las madres. La figura 

24 muestra los resultados de la concentraciOn de a—sinucleina en el estriado (A) y en la 

sustancia nigra (B), en ella se puede observar un incremento de a—sinucleina, comparado 

con los datos de las hembras control. Este incremento fue mayor en la sustancia nigra que 

en el estriado. La prueba t de Student no pareada revelo diferencias significativas entre los 

grupos: para el estriado, t = 196.5, df = 14, p < 0.0001, y para la sustancia nigra t= 1542, 

df = 14, p < 0.0001. 
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Figura 24 I Concentracion de a-sinucleina A) en el estriado y B) la sustancia nigra de 
hembras. Las hembras en condiciones control y tratadas con 1 mg/kg de ROT. Las barras 

representen el promedio de la concentraciOn + el error estandar. p<0.0001. 

Este experimento mostro que la dosis de 2 mg/kg/dia de ROT provocO alta 

toxicidad en los animales, motivo por el cual no fue considerada para subsecuentes 

evaluaciones. Las hembras prefiadas tratadas con 1 mg/kg/dia de ROT tuvieron una 

perdida significativa de neuronas TH-IR en la sustancia nigra que replicaba la reportada 

con el doble de la dosis en machos adultos. Este efecto se acompario del incremento de 

la concentraciOn de a—sinucleina en el estriado y la sustancia nigra. 

7.2 Efecto de la ROT en las crias 

Sobrevida y peso corporal de las crias de ratas tratadas con ROT. 

Se evaluaron los cambios en el peso en las crias de las hembras tratadas con las 

diferentes dosis de ROT y su sobrevida. 

La tabla 5 muestra la tasa de sobrevida (%) y el peso corporal (g) de las crias al 

nacimiento, a los 15, 30 y 60 dias de edad. Se encontrO una respuesta inversamente 

proporcional a la dosis: conforme se administraban dosis mas altas de ROT disminuyo 

la tasa de sobrevida de las crias, de un 84% a un 40%. Como se esperaba, no hubo 

mortalidad en las crias del grupo control, sin embargo, en el grupo tratado con vehiculo 

la mortalidad fue similar a la observada en los grupos tratados con 0.2 y 0.4 mg/kg de 
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ROT. La tasa de sobrevida en las crias de las hembras tratadas con las dosis mayores a 

0.6 mg/kg de ROT fue significativamente menor que en los grupos control y del 

vehiculo. La dosis de 2 mg/kg de ROT indujo una mortalidad del 100%, razon por la 

cual fue descartada en los experimentos subsecuentes. Se observo tambien que el 

tratamiento con ROT disminuyo el peso corporal de las crias, el cual fue determinado 

al nacimiento, a los 15, 30 y 60 dias de edad de las crias, las dosis de 0.4, 0.6 y 1.0 

mg/kg de ROT provocaron reducciones significativas del peso desde el primer dia de 

nacimiento. (Tabla 5). 

Tabla 5 I Tasa de sobrevida (%) y peso corporal (g) en crias de diferentes edades 

Grupo 

Tasa de 
Sobrevida 

(0/0)1 

Peso corporal (gr) 

1 DPN 15 DPN 30 DPN 60 DPN 

Control 0 5.13+0.2 28.4+0.9 84.2+1.2 213.0 + 2.5 

Vehiculo 84 4.75+0.4 27.3+1.6 75.6+1.1 218.1 + 3.0 

Rotenona 

0.2 mg/kg 84 4.70+0.2 27.5+1.4 74.6+2.0 209.9 + 2.3 

0.4 mg/kg 81i  4.07+0.1*(14%) 23.8+0.4*(13%) 66.7+2.1*(11%) 190.7+2.3***(12%) 

0.6 
mg/kg 

68t  3.41+0.2*(284)/o) 20.6+0.3*(24%) 57.0+1.0**(24%) 174.7+0.9***(19%) 

1.0 mg/kg 40t  3.15+0.2**(33°A) 14.5+0.8**(46%) 52.04+0.5**(3113/0) 161.6+6.9***(25%) 

2.0 mg/kg 0 ND ND ND ND 
i Los valores representan el porcentaje de sobrevida, una prueba de X2  o Exacta de Fisher da un valor de 92.60, p < 0.0001. 
Los valores en los parentesis representan el porcentaje del decremento en el peso corporal al compararse con el grupo 
control a la misma edad una ANOVA de una via con una prueba post hoc de Tukey mostro diferencias significativos 
*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 ND = no determinado 

La figura 25 muestra una fotografia en la que se observa la diferencia entre la talla y 

el peso de dos crias en el primer dia de nacidos, una proveniente de una hembra control y la 

otra de una madre tratada con 1 mg/kg de ROT, es evidente que las crias expuesta a ROT 

durante el desarrollo embrionario tuvieron menor talla y peso, ademas de rigidez corporal y 

cianosis. Sin embargo, no se observaron malformaciones ni cambios teratogenos en las 

crias expuesta a la ROT. 
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Figura 25 I Relacion peso-talla en las 
crias. Se muestra la diferencia de peso y 
talla entre dos crias al nacimiento. La cria 
control proviene de una rata madre sin 
tratamiento durante Ia gestacion (grupo 
control). La otra cria proviene de una 
madre que recibiO durante Ia gestacion 1 
mg/kg de ROT, claramente se observa en 
esta cria un menor peso y una menor talla, 
ademas de rigidez de cuerpo, sobre todo 
en patas y cola, el color de la piel presenta 
cambios de rosa a violaceo lo que sugiere 
cianosis.  

Ntimero de neurona TH-IR en la sustancia nigra, eyaluacion de Ia capacidad motora 
y concentracion de u-sinucleina 

La figura 26 muestra microfotografias a bajo aumento (4X) representativas de la 

region correspondiente a la sustancia nigra de crias de 60 dias de edad descendientes de 

ratas control (figura 25A) y de ratas tratadas con 1 mg/kg de ROT durante 51 dias (figura 

25B); en esta ultima podemos observar una reducciOn importante de la inmunotinciOn TH-

IR en la sustancia nigra, lo que sugiere una menor poblacion de neuronas dopaminergicas 

TH-IR. 

Figura 26 I Region correspondiente a la 
sustancia nigra. Fotomicrografia de Ia 
sustancia nigra de ratas de 60 dias. A, 
ratas control y B, ratas tratadas con 1 
mg/kg de ROT. Se observa una 
inmunotinciOn TH-IR debil en la 
sustancia nigra de la rata tratada con 
ROT. SN = sustancia nigra. 
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El analisis al microscopio con aumentos de 4X y 20X de la zona correspondiente a 

la sustancia nigra, en las crias, revelo que el numero de neuronas TH-IR tuvo un patron 

similar al de sus madres tratadas directamente con ROT. En los paneles A, C, E, G, I y K 

de la figura 27 se muestran una serie de fotomicrografias de esta zona en las crias de 30 

dias que estuvieron expuestas durante 51 dias (in liter() y la lactancia) a diferentes dosis de 

ROT. Un efecto similar pero ligeramente mas pronunciado se observa en los paneles B, D, 

F, H, J y L de la misma figura 27, que corresponde a las crias de 60 dias, las cuales tuvieron 

los mismos 51 dias de exposiciOn, pero luego de 1 mes, posteriores al destete, estuvieron 

sin exposicion al xenobiotico. 

Los valores promedio del conteo del numero de neuronas TH-IR por campo se 

muestran en la figura 28. En los animales de 30 dias de nacimiento, en condiciones control 

y vehiculo los valores promedio fueron 190.7 + 1.38 y 161.7 + 1.90, mientras que en los 

grupos tratados con las diferentes dosis de ROT fueron de 135 + 1.40, 102.9 + 2.05, 75.18 

+ 0.81 y 56.5 + 0.55, respectivamente (figura 28A). El analisis de varianza (ANOVA) de 

una via mostrO diferencias significativas del tratamiento (F(5,54) = 1268; p<0.0001). La 

prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey revelo que los grupos control y 

vehiculo tuvieron diferencias significativas contra todos los grupos tratados con ROT 

(p<0.001). La numero de neuronas TH-IR tambien disminuy6 en las crias de 60 dias 

postnatales; los valores promedio del conteo del numero de neuronas TH-IR por campo en 

condiciones control y vehiculo fueron 191 + 5.85 y 165 + 1.90 respectivamente, y en los 

grupos tratados con las diferentes dosis de ROT fueron de 106.8 + 1.31, 65.35 + 5.84, 56.38 

+ 0.83 y 32.52 ± 1.21, respectivamente (figura 28B). El ANOVA de una via mostrO 

diferencias significativas por el tratamiento (F(5,54) = 344,1; p<0.0001), y la prueba post hoc 

de Tukey revelo diferencias entre los grupos control y vehiculo, contra todos los grupos 

tratados con ROT (p<0.001). 

Al no observar diferencias significativa entre el vehiculo (DMSO:PEG) y el grupo 

control intacto, se decidiO utilizar animales intactos como controles de la dosis de ROT de 

1.0 mg/kg porque es con la que tanto las ratas adultas como sus crias muestran datios en la 

sustancia nigra. 

• 

67 

a 



• 

CONTROL 

VEHICULO 

< 0.2 mg/kg 
z 

0 
z 
w 
1— 0.4 mg/kg 

0 
ce 

0.6 mg/kg 

1.0 mg/kg 

• 
	

Figure 27 I Fotomicrografias representativas de neuronas TH-IR de la sustancia nigra. 

En la zona correspondiente a la sustancia nigra de las crias de 30 y 60 dias postnatales en 

condiciones control (A, A' y B, B'), crias tratadas con el solvente de la ROT (C, C' y 

D,D') y crias que recibieron dosis de 0.2, 0.4, 0.6 y 1.0 mg/kg de ROT (E,E' a L,L'). Se 

observa perdida progresiva de celulas TH-IR directamente proporcional al aumento de la 

dosis de ROT (Escala de la barra = 10 pm). 
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Figura 28 I Namero de neuronas TH-IR en la sustancia nigra en crias expuestas a las 

diferentes dosis de la curva dosis-respuesta de ROT. A, efecto de la exposiciOn a ROT in 
liter° y durante la lactancia en crias de 30 dias. B, en crias de 60 dias. Cada barra representa 

el promedio f el error estandar del numero de neuronas por campo, [20 cortes x sujeto x 

grupo (n=10)], p<0.0001, C = grupo control, V = grupo vehiculo. 

• Evaluacion la capacidad motora en las crias 

Se evaluO el dario en el sistema dopaminergico nigroestriado inducido por la ROT 

en las crias y su impacto sobre la actividad motora. Dos grupos de crias fueron elegidas 

para ser evaluadas a los 30 y 60 dias de edad en la prueba de la viga inclinada: un grupo 

que comprendio a las crias de hembras control y otro a las crias de una hembra expuesta 

durante 51 dias a la dosis de 1 mg/kg de ROT. La prueba de la viga inclinada permite 

evaluar las deficiencias motoras relacionandolas directamente con el incremento en el 

tiempo que tardan los animales en ejecutar la prueba. 

Las crias expuestas a 1 mg/kg de ROT requirieron mas tiempo para ejecutar la 

prueba motora. El panel A de la figura 29 muestra que en las crias de un mes de edad 

aumento el tiempo total para ejecutar la prueba a medida que disminuye el grosor de la 

barra de 9 a 6 y a 3 mm. En el panel B de la figura 29 se muestran los resultados de las 

mismas crias a los dos meses de edad , evaluadas un mes despues de haber estado expuestas 

a la ROT sin ninguna exposicion posterior, se observo un ligero aumento en el tiempo en la 

ejecucion de la prueba 
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El analisis de varianza de dos vias mostr6 un efecto significativo del tratamiento 

con ROT (F(1 1,99) = 482.16; p<0.0001), el tratamiento representa el 97.72% de la varianza 

total, por lo que efectos se considera altamente significativo. 

Figura 29 I Tiempo empleado contra el grosor de la viga para ejecutar la prueba de la 

viga inclinada. El panel A corresponde a las crias evaluadas a los 30 dias de edad y el panel 
B corresponde a las mismas crias evaluadas a los dos meses de edad. Las crias expuesta a 1 
mg/kg de ROT, emplearon significativamente mas tiempo en ejecutar la prueba, (p<0.0001; 
n = 10). 

En general los resultados mostraron que el aumento en el tiempo para ejecutar la 

prueba motora fue directamente proporcional al dalio producido por la ROT en la sustancia 

nigra de las crias. 

Para corroborar el dario inducido por la ROT, se cuantifico la concentracion de a-

sinucleina en el estriado y la sustancia nigra en las crias de los grupos control y el tratado 

con 1 mg/kg de ROT a los 60 dias de edad (figura 30) a los que previamente se les evalao 

su capacidad motora. La concentracion de a-sinucleina promedio en el estriado de los 

animales control fue de 1.15 + 0.0007 ng/ml y en las crias de los animales tratados con 

ROT fue de 22.82 ± 0.03 ng/ml (figura 30A). La prueba de t Student mostr6 diferencias 

significativas (F8, 15)  = 496.4, p < 0.0001). En la sustancia nigra el promedio en la 

concentracion de a-sinucleina en las crias control fue de 1.15 + 0.0007 ng/ml y en los 

animales tratados con ROT fue de 26.36 + 0.07 ng/ml (figura 30B), la prueba de t Student 

revela diferencias significativas (F (8,14) = 244.6; p < 0.0001). 
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Figura 30 I Efecto de la ROT en la concentracion de a—sinucleina en el estriado y 
sustancia nigra de las crias. 

La grafica muestra el promedio en el incremento de la concentracion de a—

sinucleina en las crias de 60 dias en condiciones control y tratadas in (item y durante la 

lactancia con ROT (1 mg/kg), p < 0.001 

La disminuci6n en el numero de neuronas dopaminergicas TH-IR en la sustancia 

• 

	

	
nigra de las crias siguieron un patr6n semejante que en las ratas adultas, sin embargo en las 

crias este dalio se observe) en todas las dosis utilizadas en la curva-dosis respuestas, siendo 

mas pronunciado en las crias de 60 dias que en las de 30 dias, aim cuando dejaron de recibir 

ROT a los 30 dias posteriores al term ino de la lactancia. La concentracion de la a—

sinucleina aumento en las crias al doble de la concentracion encontrada en las ratas adultas, 

siendo ligeramente mayor el aumento en la sustancia nigra que en el estriado, al igual que 

en las hembras adultas. 

73 Efecto de la exposicion a ROT en la gestacidn, la lactancia y en la 
• gestacion/lactancia en las crias 

NCtmero de neuronas TH-IR en la sustancia nigra 

Una vez determinada la dosis efectiva de ROT que indujo en las madres y las crias 

la perdida de neuronas dopaminergicas TH-IR, aumento en la concentracion de a—

sinucleina y deficiencias motoras; el siguiente aspecto fue determiner la etapa del 

desarrollo en la cual el sistema dopaminergico es mas vulnerable a los daiios inducidos por 

la ROT. 

71 



La figura 31 muestra una serie de fotomicrografias tomadas a un aumento 20X, 

correspondiente a la sustancia nigra de crias de 60 dias en condiciones control expuestas 

con 1 mg/kg de ROT durante la gestacion, la lactancia o ambos periodos. Se puede 

observar mayor disminuciOn de la neuronas dopaminergicas TH-IR de la sustancia nigra en 

las crias expuestas a ROT durante la gestaci6n y la lactancia. 

La grafica de la figura 32, compara el promedio en el numero total de neuronas TH-

IR de la sustancia nigra para cada condicion; el grupo GEST/LACT tiene una perdida de 

neuronas TH-IR del 91% (684.3 ± 44.5), el grupo GEST tuvo una perdida de 79% (1684 + 

125.5), y el grupo LACT tuvo una perdida del 49% (4163 + 272.4), comparadas contra el 

grupo CONTROL el cual se consider6 sin de perdida de neuronas (8176 + 526.1). Un 

ANOVA arroj6 un valor de F (3, /8)  = 120.8, p < 0.0001 entre los grupos y la prueba post 

hoc de Tukey mostro diferencias significativas entre el grupo control y todos los grupos de 

crias expuestas a ROT en los dos diferentes estadios del desarrollo evaluados asi, como 

entre el grupo LACT y los grupos GEST/LACT y GEST, mientras no se observan 

diferencias significativas entre los grupos GEST/LACT y GEST (p < 0.0001). 

Figura 31 Fotomicrografias representativas donde se muestra las neuronas TH-IR en la 
sustancia nigra. El panel A corresponde a la sustancia nigra de una cria de 60 dias de edad 
en condiciones control, B tratada con ROT en la gestacion/lactancia, C durante la gestacion 
y D durante la lactancia. Se observa un menor n6mero de neuronas TH-IR marcadas por 
el tratamiento con ROT que varia de acuerdo al estadio de desarrollo en el cual fueron 
expuestas a ROT. Barra = 20 gm. 
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Figura 32 1 NUmero y porcentaje de neuronas TH-IR en los diferentes estados de 
desarrollo de las crias. La grafica muestra el numero de neuronas TH-IR de las crias 
CONTROL o expuestas a ROT durante la gestacion y la lactancia (GEST/LACT), la 
gestacion (GEST) y la lactancia (LACT). Las barras representan la media + el ESM, la 
prueba post hoc de Tukey mostro diferencia entre el CONTROL y todos los grupos tratas 
(ap<0.00001) y entre los grupos GEST/LACT y GEST y el grupo LACT (bp<0.00001), n= 
8 por grupo. 

Pruebas de capacidad motora 

Las crias de los grupos descritos anteriormente fueron evaluadas en su capacidad 

motora a los dos meses de edad; los resultados del tiempo que emplearon para ejecutar la 

prueba motora se muestran en la figura 34. Un ANOVA de la varianza del tiempo total que 

emplea cada grupo de crias en la viga de 9 mm (figura 33A), muestra diferencias 

significativas al compararse con el control con un valor de F(3,36)  = 368.5, p < 0.0001; en 

la viga de 6 mm (figura 33B) muestra un valor de F(3,36)=408.9, p < 0.0001; y en la viga de 

3 mm (figura 33C) el valor de F(3,36)= 102.3 siendo p < 0.0001; la prueba post hoc de 

Tukey mostro diferencias significativas entre los grupos tratados con ROT en los tres 

diferentes grosores de las vigas p< 0.05; excepto para la viga de 9 mm en el grupo LACT 

que no revelo diferencias significativas al compararse con el grupo control, pero si al 

compararse con el grupo GEST y GEST/LACT. 
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Figura 33 I Tiempo total (seg) para 
ejecutar la prueba de la viga inclinada por 
las crias expuestas a ROT en diferentes 
estadios de desarrollo. Las crias en 
condiciones control y tratadas con 1 mg/kg 
de ROT fueron evaluadas en la viga 
inclinada de diferente grosor. Panel A 
corresponde a la viga de 9 mm de grosor. 
Panel B a la de 6 mm. Panel C a la de 3 mm. 
GEST= gestacion, LACT=lactancia y 
GEST/LACT= gestaciOn/lactancia. 

Concentracion de oc-sinucleina 

Los resultados de la cuantificaciOn de la concentraci6n de la a—sinucleina en las 

crias de este diseilo experimental se muestran en la figura 34, siendo mayor el contenido 

de esta proteina en los animales expuestos a ROT comparados con los controles, la 

concentracion de la a-sinucleina siempre es ligeramente menor en el estriado (figura 34A) 

comparado con la sustancia nigra (figura 34B). La concentraci6n de a—sinucleina fue 

mayor en los grupos expuestos a ROT siguiendo el siguiente orden: GEST/LACT > GEST 

>LACT > CONTROL, respectivamente. La ANOVA mostr6 diferencias significativos 

entre los grupos (F (3, 28) = 4080; p < 0.0001), para el estriado y (F (3, 28) = 1221; p < 0.0001) 

para la sustancia nigra. La prueba post hoc de Tukey revelo diferencias significativas entre 

el grupo control y todos los grupos expuestos a ROT en los diferentes estadios del 
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Figura 34 I Concentracion de a-sinucleina en el estriado y la sustancia nigra en 

diferentes etapas del desarrollo de las crias. La grafica muestra el promedio en la 

concentraci6n de oc—sinucleina en el estriado (A) y en la sustancia nigra (B), en las crias 

expuestas a ROT en diferentes etapas del desarrollo: gestacion y lactancia (GEST/LACT), 

gestaciOn (GEST) y lactancia (LACT). Las barras representan al promedio + error estandar 
de la media ap<0.0001a1 compararse con el control y bp<0.0001 al compararse con el grupo 
GEST/LACT. 

Los resultados de las evaluaciones en el numero de neuronas TH-IR de la sustancia 

nigra, la coneentraciOn de ct—sinucleina y la capacidad motora, muestran que el mayor 

efecto de la ROT se obtuvo en los animales tratados durante la gestaci6n y la lactancia. 

• 7.4 Efecto de la exposicion repetida de ROT. 

Deficiencias motoras, numero de neuronas TH-IR y deteccion de 
neurodegeneracion con FluoroJade C en la sustancia nigra. 

Para evaluar una mayor sensibilidad al dafio en el sistema dopaminergico, 

provocado por un segundo tratamiento con ROT en la edad adulta, de las crias; exploramos 

la conducta motora a los 6, 9 y 12 meses de edad. Las crias de dos meses de edad, 

evaluadas previamente en el experimento 2; posteriormente fueron expuestas por segunda 
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ocasi6n en la edad adulta a 1 mg/kg de ROT. Paralelamente un grupo de ratas intactas de 2 

meses de edad fueron evaluados con la misma prueba motora, estas ratas empezaron a 

recibir lmg/kg de ROT a partir de los 2 meses de edad y posteriormente fueron evaluadas 

con la misma prueba motora a los 6, 9 y 12 meses de edad, este grupo permitiO comparar el 

daiio progresivo inducido por el tratamiento de la ROT. 

La figura 35 muestra los resultados obtenidos del tiempo en que los animales tardan 

en ejecutar la prueba motora a los 2 meses de edad (A), a los 6 meses (B), a los 9 meses (C) 

y a los 12 meses (D). Al aplicar una ANOVA de dos vias para cada una de las edades; el 

analisis considera que el tratamiento explica mas del 95% del total de la varianza y un 

valor de p<0.001. 

El aumento en el tiempo total para ejecutar la prueba motora se atribuye al dailo 

durante el desarrollo y en la edad adulta; en la figura 36 se muestra la fotografia de una rata 

de 12 meses de edad con severas deficiencias motoras debido al tratamiento con ROT 

durante la gestacion, la lactancia y en la edad adulta, y probablemente al envejecimiento. 

En la figura 36 se muestra una fotografia de una rata de 12 meses de edad, en la que 

se observan las deficiencias motoras en grado extremo, provocadas por la exposici6n a 

ROT in titer°, la lactancia y durante la edad adulta. 

Para explorar la correlaciOn entre el deficit motor y la degeneraciOn neuronal en la 

sustancia nigra inducida por la doble exposicion a ROT, la sustancia nigra de las ratas 

evaluadas en la viga inclinada se proceso para inmunotincion para TH y se evaluO con 

fluoro-Jade C en un grupo piloto, la neurodegeneraciOn en la sustancia nigra por la 

exposiciOn a ROT sin importar el mecanismo especifico de la muerte celular. La figura 37 

muestra micrografias de la sustancia nigra de ratas de 12 meses de edad; en los paneles A y 

B inmunoteilidas para TH y en los paneles C y D tefiidas con fluoroJade C. Los paneles A 

y C corresponden a ratas en condiciones control, y los B y D a animales tratados con ROT; 

en estas altimas se puede observar una disminucion importante en la densidad de la 

inmunotinciOn para TH lo que refleja la disminucion del numero de neuronas TH-IR que es 

significativa al compararse con el grupo control como se muestra en la figura 38, la prueba 

de t de Student muestra un valor t(9,9) = 10.72 y p<0.0001. Asi mismo se observa una 

aumento en el numero de neuronas inmunoteiiidas con fluoroJade C, un marcador de 
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degeneraciOn neuronal, en las ratas expuesta a ROT en dos ocasiones, lo que sugiere la 

presencia de un proceso neurodegenerativo en la sustancia nigra. 

• 

I=1 Control 
111 	 Exposicion repetida a ROT 
	 ExposiciOn Unica a ROT en edad adulta 

Figura 35 I Tiempo total para ejecutar la prueba de la viga inclinada para evaluar Ia 
capacidad motora en las ratas tratadas con 1 mg/kg de ROT durante la gestacion, Ia 
lactancia y en edad adulta. Las crias del experimento 2 en condiciones control, y expuesta a 
ROT (lmg/kg), asi como un grupo de ratas intactas de 2 meses de edad y posteriormente 
tratadas con ROT (1 mg/kg) fueron evaluadas en la prueba de coordinaciOn motora a los 6, 
8 y 12 meses de edad. 

Figura 36 I Fotografia de rata con 12 
meses de edad expuesta a ROT durante Ia 
gestacion, Ia lactancia y en edad adulta. La 
fotografia muestra una rata de 12 meses de 
edad, que fue expuesta en dos ocasiones a 
ROT, notese el deterioro motor, Ia posiciOn 
de ambas extremidades y piloereccion. 

77 

• 



Figura 37 I 	Fotomicrografias de Ia sustancia nigra de ratas de 12 meses con 

inmunotinci6n para TH-IR y fluoro-jade C. La figura muestra el efecto en la sustancia 
nigra del tratamiento repetido con ROT durante dos etapas. En condiciones control (A y C) 
y (B y D). Se observa un menor nUmero de celulas TH-IR y un aumento en las celulas 
teffidas con FluoroJade C en Ia sustancia nigra de las ratas tratadas con ROT. 
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Figura 3811\11:liner° de neuronas TH-IR en ratas de 12 meses de edad. La grafica muestra 

el efecto tratamientos de ROT en dos diferentes etapas: durante el desarrollo de Ia 
sustancia nigra y en edad adulta. Cada barra representa el promedio + el error estandar del 
nomero de neuronas TH-1R, obtenido a partir de 20 cortes por sujeto de cada grupo (n =10), 
p<0.0001. 
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El tratamiento con ROT durante el desarrollo del sistema dopaminergico 

nigroestriado hace al sistema vulnerable, ya que un segundo tratamiento durante la edad 

adulta tiene un efecto aditivo, el cual se refleja en el aumento en el tiempo para ejecutar la 

prueba motora asi como el aumento en el numero de neuronas en proceso de degeneracion, 

observado con la marca con fluoroJade C, y la disminucion en el rthmero de neuronas TH-

IR de la sustancia nigra (figuras 37 y 38). 

• 
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8 DISCUSION 
Hasta donde sabemos no hay estudios previos que aborden los efectos in titero de la 

ROT, por lo que aqui evaluamos en ratas Wistar la exposicion a este pesticida durante la 

gestacion y la lactancia, o en ambos estadios de desarrollo, y su correlacion con posteriores 

exposiciones en la edad adulta. Los parametros a considerar en sus crias fueron: el nrimero 

de neuronas dopaminergicas TH-IR, ademas de la concentraci6n de a—sinucleina en el 

estriado y la sustancia nigra, y su posible efecto sobre la capacidad para ejecutar pruebas 

motoras. El diserio experimental contemplO varias etapas, la primera consistio en 

determinar la dosis de ROT que permitiera la sobrevivencia de las hembras durante la 

gestaci6n y la lactancia, asi como el de sus crias. Al termino de este diserio se determine 

que la dosis de ROT de 1 mg/kg cumplia con nuestras expectativas. El segundo diserio 

experimental nos permitio determinar en cual de los estadios, la gestacion o la lactancia, las 

neuronas TH-IR de la sustancia nigra eran mas vulnerables a los darios inducidos por la 

ROT, con este diserio pudimos determinar que durante la gestaciOn las neuronas TH-IR de 

la sustancia nigra son mas susceptibles a ser dariadas por la ROT, sin embargo si la 

exposicion a ROT es durante la gestacion y la lactancia sus efectos se potencian 

observandose una mayor perdida de neuronas en las crias expuestas por ambos periodos. El 

tercer diserio nos permitiO evaluar la vulnerabilidad a de las neuronas TH-IR de la nigra a 

posteriores exposiciones a ROT, para ello las crias tratadas in titer° y durante la lactancia 

con ROT fueron expuestas en edad adulta por segunda ocacion a ROT, los resultados 

obtenidos mostraron que el sistema dopaminergico nigroestriatal se encuentra sensible ya 

que el deterioro motor observado se acentrio, mientras las ratas adultas tratadas con ROT 

recuperaron su funciones motoras. 

8.1 Efecto de la ROT en hembras gestantes 

El efecto de la administracion de ROT por via s.c. en las madres sirvio como control 

del dario sobre las neuronas dopaminergicas, puesto que las madres y las crias debieron 

haber estado expuestas a las mismas concentraciones de ROT en sangre, debido a la 

solubilidad del pesticida. Nuestros datos indican que las ratas madres tuvieron una 

disminucion en el nrimero de neuronas inmunoreactivas a TH (neuronas dopaminergicas) 

80 



en la sustancia nigra, pero tal disminucion solo fue significativa con la dosis de 1.0 mg/kg. 

Como efecto de la ROT tambien se encontro un aumento en la concentraci6n de a—

sinucleina en la sustancia nigra y el estriado (figuras 23 y 24). Estos resultados replican los 

hallazgos previamente reportados por Betarbet y cols. (2000) quienes trataron ratas macho 

adultas con 2 mg/kg de ROT durante 2 semanas y observaron la misma disminucion en el 

niunero de neuronas TH-IR. Es importante notar que en todos los estudios previos se 

habian empleado dosis superiores a 2 mg/kg de ROT, obteniendo resultados similares a los 

nuestros (Kilbourn y cols., 1997; Sherer y cols., 2003; Alam y Schmidth, 2002; Fleming y 

cols., 2004; Luo y cols., 2007; Cannon y cols. 2009). Sin embargo, bajo nuestras 

condiciones experimentales, la inyeccion de 2 mg/kg ROT a hembras gestantes durante 51 

dias producia un efecto letal con nula sobrevivencia de los crios (tabla 5), lo cual llevO a 

evaluar dosis menores. La dosis de 1 mg/kg de ROT por 51 dias replicO los dafios 

reportadas con dosis mayores, suponemos que esta es la dosis efectiva 50 para provocar un 

daiio significativo sobre las neuronas dopaminergicas en la sustancia nigra de ratas adultas. 

Un estudio previo sugirio que las ratas hembras son resistentes a pesticidas como 

maneb y paraquat (Tiruchelvam y cols., 2000), sin embargo, nuestros resultados no indican 

ninguna resistencia especial de las hembras a la ROT, lo que podria deberse a varios 

factores, una de ellos es la manera en la que estos xenobioticos cruzan la barrera 

hematoencefalica, mientras la ROT cruza pasivamente la barrera por su alta lipofilicidad, se 

ha propuesto que el paraquat utiliza un aminoacido neutro y transportadores dependientes 

de sodio, y la capacidad de penetraciOn del maneb al cerebro no ha sido demostrada. El 

principal blanco de la ROT y del paraquat es el complejo I mitocondrial lo que provoca el 

bloqueo del flujo de electrones y el ciclo redox, mientras el maneb bloquea el complejo III 

mitocondrial, (Cicchetti y cols. 2009). Adicionalmente se ha sugerido que los efectos de la 

ROT varian entre las distintas especies de roedores, que tambien puede depender de las 

dosis, tiempo y via de administraciOn. 

8.2 Efecto de la ROT en las crias 

El analisis macroscopico de las crias expuestas a las diferentes dosis utilizadas en 

curva dosis-respuesta de ROT no mostro ningdn efecto teratogenico, sin embargo, otros 

81 



autores como Khera y cols., (1982) reportaron que la administraci6n oral de 10 mg/kg de 

ROT a ratas Wistar por 6 a 15 dias durante la gestacion, disminuyen la tasa de gestacion, 

aumenta la reabsorciOn fetal, reduce el incremento de peso de las madres y en de las crias y 

aumento en la incidencia de costillas extras en estas Ultimas. Ademas de haber una alta 

mortalidad de las madres. 

Greene (2009) tambien demostro la perdida de peso en las ratas adultas tratadas con 

ROT, por ello uno de los parametros a evaluar en las crias era el peso al nacimiento a los 

15, 30 y 60 dias postnatales. Nosotros encontramos una perdida de peso importante a partir 

de la dosis de 0.4 mg/kg de ROT; sin embargo a lo largo del desarrollo postnatal aim 

cuando los animales van ganado peso nunca alcanzan el de los animales control (tabla 5, 

figura 25). Probablemente, esta perdida de peso en las crias expuestas a la ROT se debe a la 

disminucion de la masa muscular del estornago y la discapacidad para digerir alimentos 

(Lapointe y cols., 2004), lo que deriva en la baja absorcion de alimentos en el aparato 

digestivo. Adicionalmente Greene reporto que las ratas tratadas con ROT por 22-28 dias 

tuvieron un retraso importante en el vaciado gastric° lo que sugiere la inhibiciOn enterica 

por la ROT. 

El interes primordial de este trabajo file explorar los claims que la ROT puede 

producir sobre las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra durante el desarrollo de 

las crias. Nuestros resultados tambien muestran que todas las dosis de la curva dosis-

respuesta de ROT que fueron administradas a la madre, produjeron una disminuci6n 

significativa en el numero de neuronas dopaminergicas TH-IR en las crias (figuras 27 y 

28). Esto contrasta con el efecto observado en las madres (figura 23), en las cuales solo la 

dosis mayor de ROT provocO un decremento significativo de neuronas TH-IR. Esta 

diferencia puede deberse a que en las ratas adultas el fenotipo neuronal esta bien definido y 

esto les puede conferir cierta resistencia a los efectos de las neurotoxinas, mientras en las 

crias el fenotipo neuronal no esta definido y el mismo proceso de diferenciacion las hace 

mas vulnerables a los danos ocasionados por factores externos. Estos resultados se asocian 

a los hallazgos de Dencker y Eriksson, (1998) en los que se muestra que en la rata y el rat6n 

en desarrollo, ocurre un crecimiento acelerado del cerebro, que abarca de la 3' a la 4a  

semana de vida, durante el cual ocurren varias fases fundamentales del desarrollo cerebro 
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como es el crecimiento de axones y dendritas, el establecimiento de conexiones neuronales, 

la sinaptogenesis, multiplicacion de las celulas gliales y mielinizacion. 

Aunque ambos grupos de crias estuvieron expuestos a la ROT durante el mismo 

tiempo (la diferencia estriba en las crias que permanecieron sin exposicion durante 30 dias), 

el mayor dant) que la ROT provoco sobre las neuronas de las crias de 60 dias no tuvo una 

relacion directa con los resultados obtenidos al evaluar la capacidad motora de las crias en 

la prueba de coordinacion motora, ya que no hubo diferencias significativas en el tiempo en 

tardan en trepar o ejecutar la viga inclinada entre los animales probados a los 30 dias y a 

los 60 dias de edad (figura 30). 

Trabajos de otros autores (Feng y cols., 2006; Jakowec y cols., 2001; Li y cols., 

2011; Zhong y cols., 2010) que han evaluado la presencia de a—sinucleina utilizan metodos 

cualitativos en preparaciones inmunohistoquimicas y Western blot de tejido cerebral de 

embriones o en ratones adultos. En particular el trabajo de Feng y cols., (2006) evaluO por 

inmunotincion la distribuciOn de a—sinucleina en ratas en estriado y sustancia nigra 

despues de tratarlas con ROT. Hasta donde sabemos, este trabajo es el primero en evaluar 

cuantitativamente la concentraci6n de la a—sinucleina en el tejido de la sustancia nigra y el 

estriado de las crias expuestas a ROT. El incremento en la concentraciOn de a-sinucleina 

probablemente se debe a la alta tasa de sintesis de la proteina requerida en la 

neuroplasticidad de los ganglios basales durante el desarrollo, pero tambien en este caso en 

particular puede estar asociada a los datios ocasionados por la exposici6n in iitero y durante 

la lactana a la ROT, lo cual coincide con los datos de Jacowek en 2001 que encontro altos 

niveles en la expresion de a—sinucleina en la sustancia nigra de ratas de una semana de 

edad. Adicionalmente la acumulaciOn de a—sinucleina puede atribuirse a la inhibicion de 

unidades del proteosoma que son degradadas por la ROT (Chou y cols. 2010), lo que 

inhabilita la capacidad del proteosoma para regular la concentraci6n de las proteinas en las 

neuronas, asi como de degradar y eliminar de proteinas mutadas, mal plegadas o dariadas. 

Nuestros resultados mostraron que en los animales de 60 dias quienes estuvieron 30 

dias sin exposiciOn a ROT, hay una disminuci6n aim mayor en el ntimero de neuronas TH-

IR en comparacion con los animales de 30 dias, quienes recien habian terminado su 

exposici6n al pesticida cuando fueron evaluadas, esto podria atribuirse a la acumulacion de 
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ROT en el tejido adiposo de la crias, que pudiera estarse liberando de manera tOnica en las 

crias. 

8.3 Efecto de exposicion a ROT in Otero y durante la lactancia 

Para explorar la etapa del desarrollo en la que la ROT tiene mayor impacto en el 

sistema dopaminergico en desarrollo, se probe la exposicion a la dosis de 1 mg/kg, solo 

durante la gestacion o durante la lactancia, y en ambas. Los resultados se muestran en las 

figuras 31, 32 y 33. 

El principal hallazgo del estudio fue la disminucion significativa de las neuronas 

TH-IR de la sustancia nigra y el aumento en los niveles de a—sinucleina, en el grupo de 

crias que fueron expuestas a ROT en la GEST/LACT (figura 24 y 25); ademas se 

observaron deficiencias motoras importantes (figura 26) al compararse con las crias 

expuestas solo durante la GEST o la LACT (figura 26), periodos del desarrollo en los que si 

bien encontramos una perdida de neuronas, un aumento en la concentracion de a-sinucleina 

y deficit motor, los dalios son menores, por lo tanto, podemos inferir que en el grupo 

GEST/LACT los efectos son aditivos. 

La sobreexpresion de a—sinucleina en el estriado y la sustancia nigra por la 

exposicion a ROT en el grupo GEST/LACT es mayor que en el grupo GEST y en el grupo 

LACT; esto probablemente se deba a la inhibicion del proteosoma por la ROT que 

incrementa el datio por oxidaci6n y/o por nitracion de subunidades del proteosoma (Chou y 

cols., 2010), a lo que se suma a la alta tasa de sintesis de a-sinucleina inherente al 

desarrollo de la via nigroestriada (Jakowec y cols., 2001). Ambos procesos de manera 

sinergista pueden incrementar la agregacion y concentracion de las proteinas. 

Adicionalmente, es necesario considerar que el proteosoma se encarga normalmente de 

fragmentar a las proteinas (como la a—sinucleina) en aminoacidos (McNaught y Jenner, 

2001), pero la consecuencia de su inhibicion por la ROT debe ser el aumento en la 

concentracion de estas proteinas. Los agregados de a—sinucleina tienen una conformacion 

en laminas 8, esta conformacion tambien hace poco accesible que el proteosoma las 
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fragmente en aminoacidos. Se ha documentado que la sobreproducciOn de a-sinucleina en 

las etapas tempranas de la degeneraci6n ax6nica nigroestriatal tiene efectos daiiinos sobre 

la trasmision dopaminergica lo que se correlaciona con la reduccion de la actividad motora 

(Gaugler y col., 2012). 

Durante la etapa fetal el cerebro es altamente sensible a los darlos que pueden 

ocasionarle diversos factores externos, ya que durante este periodo la protecciOn- que la 

placenta ofrece es limitada, sobre todo contra aquellas sustancias que son altamente 

liposolubles como la ROT. Ademas, en los fetos la barrera hematoencefalica no se 

encuentra completamente desarrollada pues esta termina su desarrollo despues del 

nacimiento (Julvez y Grandjean, 2009), y debido a que el cerebro continua su desarrollo 

durante la etapa postnatal, el periodo de vulnerabilidad a la ROT se prolonga. 

8.4 Efecto de la exposici6n de ROT en dos diferentes etapas. 

Se ha reportado que ratones recien nacidos expuestos a dosis bajas de agentes 

neurotoxicos, como el insecticida paraquat, no muestran efectos inmediatos, sin embargo en 

la edad adulta presentan cambios conductuales y deficiencias en el aprendizaje, lo que se ha 

interpretado como una consecuencia de los dalios cerebrales irreversibles provocados por la 

exposicion temprana a esta substancia (Eriksson, 1997). 

Las neurotoxinas ambientales pueden ser consideradas un factor de riesgo para el 

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Cory-Slechta y cols., 2005a, 2005b). 

Aunque las enfermedades como el Parkinson se presentan con mayor frecuencia en la edad 

avanzada, la exposicion de un individuo a sustancias ambientales nocivas a lo largo de la 

vida podria tener efectos que serian evidentes solo cuando una fracciOn critica de neuronas 

dopaminergicas murieran (Fearnley y Lees, 1991). Si substancias como la ROT inician sus 

efectos toxicos in iitero o en la edad postnatal temprana, los sujetos expuestos podrian tener 

una menor poblacion de neuronas dopaminergicas desde el inicio de la vida, y por lo tanto, 

pueden ser mas vulnerables a otros factores daninos subsecuentes, lo que incrementa el 

riesgo de desarrollar enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson en la edad 

adulta. 
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Nuestros resultados muestran que la perdida permanente y selectiva de las neuronas 

dopaminergicas de la sustancia nigra provocado por la ROT en las crias expuestas a ella en 

edades tempranas, tambien potencia el impacto del dario por una segunda exposicion a la 

misma ROT, y probablemente tambien a otros factores ambientales de riesgo que se 

presentan durante la edad adulta. 

Barlow y cols. (2007) mostraron que la presencia de pesticidal durante el periodo 

prenatal y perinatal causa la reduccion del nUmero de neuronas dopaminergicas e 

incrementa la susceptibilidad de estas neuronas a la degeneracion por darlos subsecuentes 

ocasionados por otros factores ambientales o por la edad (Landrigan y cols., 2005; 

Richardson y cols., 2006). Nuestros resultados parecen apoyar esta hipotesis. Sin embargo, 

la muerte de las neuronas dopaminergicas nigroestriatales es finalmente el elemento 

primordial que conduce al deterioro conductual. 

En las crias expuestas a ROT in iitero y la lactancia, y posteriormente tratadas en 

edad adulta a ROT observamos que se potencio el deterioro motor (figura 35 y 36), y 

disminuyeron muy por debajo de los niveles normales el nUmero de neuronas 

dopaminergicas TH-IR (figura 37 y 38) en la sustancia nigra y adicionalmente se encontr6 

un gran niunero de neuronas marcadas con fluoro-jade C en la sustancia nigra de las crias 

de doce meses de edad (figura 37), lo que sugiere un proceso degenerativo, ya que este 

fluoroforo anionico permite localizar con alta afinidad los cuerpos neuronales, dendritas y 

axones en proceso de degeneracion. 

Al comparar la capacidad motora de las crias expuesta a ROT en dos ocasiones con 

el grupo que fue tratado timicamente en la edad adulta, los datos sugieren un fenomeno de 

plasticidad neuronal, en estos ultimos, que no ocurre en las crias expuestas en edades 

tempranas a la ROT, porque reducen el tiempo para ejecutar la prueba de capacidad motora 

a los 12 meses y en la viga mas delgada (3 mm) este hallazgo se relaciona con las 

deficiencias motoras que se presenta en los individuos afectados por la enfermedad de 

Parkinson en quienes se observa la degeneracion de hasta del 80% de las neuronas 

dopaminergicas, mientras en las etapas tempranas de la enfermedad existe un fenomeno de 
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compensacion o plasticidad en el cual las funciones de las neuronas que han degenerado se 

sustituye por otras, por ello la enfermedad de Parkinson es de progreso lento. 

Se ha sugerido que los nilios accidentalmente expuestos durante el desarrollo fetal a 

pesticidas tienen mayor riesgo de desarrollar trastorno de deficit de atenci6n e 

hiperactividad (TDAH), sobre todo en casos donde la exposiciOn es mediante alimentos 

tratados con pesticidas (Mehler-Wex y cols., 2006; Kuehn, 2010). El TDAH esta 

estrechamente relacionado con desOrdenes en el funcionamiento del sistema 

dopaminergico, Warton y cols. (2009) sugirieron que los nifios que lo padecen pueden tener 

alterada la liberacion de dopamina en las terminales nigroestriatales. Nuestro estudio 

sugiere que la exposicion a ROT por via materna podria tener alguna relacion con sus 

observaciones. 

Adicionalmente, se ha documentado que la exposici6n a pesticidas entre los cuales 

se encuentra la ROT aumenta la incidencia de enfermedades neurodegenerativas como de 

Parkinson en los individuos expuestos (Dhillon y cols., 2008; Vanacore y cols., 2002; 

Wirdefeldt y cols., 2011). 

En resumen, la ROT es capaz de inducir dario neuronal desde antes del nacimiento; 

los individuos expuestos durante su desarrollo podrian tener un numero menor de neuronas 

dopaminergicas desde etapas tempranas de la vida, lo que los haria mas vulnerables a otros 

factores nocivos, aumentando el riesgo de desarrollar en edades tempranas trastornos en 

relacionados con disfunciones del sistema dopaminergico como el TDAH, o alteraciones 

tardias como la enfermedad de Parkinson, sin descartar otros tipos de trastornos funcionales 

o psiquidtricos. 

Durante la etapa fetal el cerebro es sensible a los dafios que pueden ocasionarle 

diversos factores externos, durante este periodo la protecci6n que la ofrece placenta es 

limitada, sobre todo contra aquellas sustancias que son altamente liposolubles como la 

ROT. Ademas, en los fetos la ban-era hematoencefalica no se encuentra completamente 

desarrollada pues esta termina su desarrollo despues del nacimiento (Julvez y Grandjean, 

2009), y debido a que el cerebro continua su desarrollo durante la etapa postnatal, el 

periodo de vulnerabilidad se prolonga. 
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Barlow y cols. (2006) mostraron que la presencia de pesticidas durante el periodo 

prenatal y perinatal causa la reducciOn del numero de neuronas dopaminergicas e 

incrementa la susceptibilidad de estas neuronas a la degeneracion por dafios subsecuentes 

ocasionados por otros factores ambientales o por la edad (Heindel, 2005; Landrigan y cols. 

2005; Richardson y cols. 2006). Nuestros resultados apoyan su hipotesis. 

Se ha sugerido que los nifios accidentalmente expuestos durante el desarrollo fetal a 

pesticidas tienen mayor riesgo de desarrollar trastorno de deficit de atenci6n e 

hiperactividad (TDAH), sobre todo en casos donde la exposici6n es mediante alimentos 

tratados con pesticidas (Mehler-Wex y cols 2006; Kuehn, 2010). El TDAH esta 

estrechamente relacionado con desordenes en el funcionamiento del sistema 

dopaminergico, Warton sugiere que los nifios que lo padecen pueden tener alterada la 

liberacion de dopamina en las terminales nigroestriatales (Warton y cols. 2009) Nuestro 

estudio sugiere que la exposiciOn a ROT por via materna podria tener una relaciOn causal 

con sus observaciones. 

Adicionalmente, se ha documentado que la exposici6n a pesticidas entre los cuales 

se encuentra la ROT aumenta la incidencia de enfermedad de Parkinson en los individuos 

expuestos (Dhillon y cols. 2008; Vanacore y cols. 2002; Wirdefeldt y cols. 2011). Por otra 

parte, Whatley (1997) ha propuesto un mecanismo fisiopatologico indirecto para el 

desarrollo de esquizofrenia, derivado de que la ROT puede afectar la expresiOn de genes 

mitocondriales en las neuronas dopaminergicas, y esto, a su vez, podria facilitar el 

desarrollo de dicha enfermedad. Mas aim, entre los efectos de la ROT esta la disminucion 

de serotonina en el hipocampo, que facilita conductas relacionadas con la depresi6n, que 

tambien han sido exploradas en modelos animales (Santiago y cols. 2010). 

En resumen, la ROT es capaz de inducir daft() neuronal desde antes del nacimiento; 

los individuos expuestos durante su desarrollo podrian tener un numero menor de neuronas 

dopaminergicas desde etapas tempranas de la vida, lo que los haria mas vulnerables a otros 

factores nocivos, aumentando el riesgo de desarrollar en edades tempranas trastornos en 

relacionados con disfunciones del sistema dopaminergico como el TDAH, o alteraciones 

tardias como la enfermedad de Parkinson, sin descartar otros tipos de trastornos funcionales 

o psiquiatricos 
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Hasta donde sabemos, en Mexico se conoce muy poco sobre la asociacion entre 

xenobiotico ambientales y trastornos neurolOgicos en individuos expuestos durante etapas 

tempranas de la vida. Se supone que en Mexico hay aproximadamente 1.5 millones de 

ninos menores de 18 anos que padecen de TDAH, y la mayoria no han sido diagnosticados. 

Tambien existe la posibilidad de que un numero importante de individuos se encuentre 

afectado debido a la exposicion in titero a toxicos ambientales(13). 

• 
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9 CONCLUSIONES 

• La dosis minima efectiva de ROT para inducir dario en las neuronas dopaminergicas 

de las hembras (madres) es de 1.0 mg/kg por via subcutanea. 

• La exposici6n en la gestacion y la lactancia a ROT alcanza al sistema 

dopaminergico y reduce al 91% el ninnero de neuronas TH-IR de la sustancia 

nigra; mientras que la exposicion solo durante la gestaci6n o la lactancia, las 

reducen en 79% y 49%, respectivamente, por lo que los dailos inducido por la ROT 

en el sistema dependen del periodo de exposici6n a ROT. 

• La ROT produce un claro aumento de la concentraciOn de a—sinucleina en el 

estriado y la sustancia nigra por la inhibici6n que la ROT induce sobre el sistema 

proteosOmico de ubiquitina encargado de la degradacion de proteinas. 

• La exposici6n a ROT durante el desarrollo embrionario y la lactancia de las ratas 

produce deficiencias motoras. 

• Existe una interaccion causa-efecto entre la ROT y la edad de exposici6n 

• 
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RESUMEN 

La enfermedad de Parkinson es una condiciOn neurolOgica devastadora que afecta a millones de persona en el mundo; su 
caracteristica fisiopatolOgica es la perdida de las neuronas dopaminergicas en el mesencefalo. Se han buscado las causas 
posibles de esta enfermedad y se ha encontrado una diversidad que incluye mutaciones geneticas ytoxinas a mbientales, 
pero la causa precisa que conduce a la muerte neuronal aim se desconoce. En la actualidad se han caracterizado algunos 
mecanismos patogenicos que son basicos para la degeneracion de las celulas dopaminergicas. Principalmente, la deficiencia 
en el almacenamientro de la dopamina en las vesiculas sinapticas deriva en la generacion en el citoplasma de radicales 
libres y especies reactivas del oxigeno, lo que parece ser el punto de inicio en el proceso de la muerte de estas neuronas, 
lo que eventualmente progresara a enfermedad de Parkinson. Esto parece ser la via fisiopatolOgica comiin que subyace 
tanto a las formas geneticas como esporadicas de esta enfermedad. 

Palabras claves: enfermedad de Parkinson, dopamina, estres oxidativo, a-sinucleina, sistema proteosOmico de 
ubiquitina. 

Physiopathological mechanisms of Parkinson's disease 

ABSTRACT 

Parkinson's disease is a progressive neurological condition that affects millions of people in the world. Its pathophysiological 
feature is the loss of the dopaminergic neurons in the midbrain. The possible causes of this disease are diverse and that 
includes genetic mutations and environmental toxins, but the exact cause leadingto the neuronal death remains unknown. 
Some pathogenic mechanisms that are basic to the degeneration of the dopaminergic cells has been characterized, and the 
evidence is presented and discussed in this work. Briefly, the deficiency in the dopamine storing into the synaptic vesicles 
leads to its uncontrolled metabolism, generating free radicals and reactive oxygen species in the cytoplasm. This seems to 
be the kick off of the processes for annihilating these neurons, and eventually progressing to a Parkinson's disease. This 
seems to be the common pathophysiological pathway underlining both, the genetic and the sporadic forms of the disease. 

Key words: Parkison "s disease, dopamine, oxidative strsess, a-synuclein, ubiquitina proteosome system. 

L a enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno 
crOnico y progresivo, que se manifiesta por una 
combinaciOn variable de temblor, rigidez, bradicinesia 

y una alteracion caracteristica de la marcha y postural. La 
caracteristica patolOgica de esta enfermedad es la perdida 
pronunciada de neuronas productoras de dopamina que se  

localizan en la substancia nigra pars compacta (SNpc); estas 
celulas normalmente liberan dopamina en sus terminales 
axemicas en el cuerpo estriado y forman parte del sistema 
extrapiramidal de regulaciem motora, por lo mismo, su 
perdida se traduce en los trastornos del movimiento antes 
descritos. 
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Abstract: Adult rats exposed to the pesticide rotenone showed neuronal degeneration and deposits of 
a-synuclein in the substantia nigra. However, it has not been determined whether pre- and post-natal 
exposure to rotenone through the dams may elicit deleterious effects on the dopaminergic neurons of 
their offspring. Rotenone (1 mg/kg/day) was injected subcutaneously to dams during pregnancy and 
nursing. Half of the litters from the rotenone-treated dams were switched at birth with half from the 
control dams in order to have rotenone-exposed pups only during pregnancy, nursing, or both stages. 
The number of tyrosine hydroxylase-immunoreactive neurons in the substantia nigra as well as a-
synuclein content in the substantia nigra and striatum from the dams and their offspring were 
measured. 
Rotenone induced a significant decrease of tyrosine hydroxylase-immunoreactive neurons and 
increased a-synuclein concentration in the dams and in their pups, indicating that this pesticide 
reached the offspring through the placenta and the maternal milk. However, the damage produced by 
rotenone differed depending on the maturational stage, being more severe when the offspring were 
exposed during gestation than nursing, suggesting that this pesticide is more harmful during in-utero 
nervous system development. 
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