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RESUMEN 

 

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

común en el mundo. Este trastorno neurológico se caracteriza por alteraciones del 

movimiento, daño oxidativo y pérdida de neuronas dopaminérgicas (DAérgicas) en la región 

de la substancia negra parte compacta. La EP se ha asociado a mutaciones o factores de 

riesgo asociado a los genes de PARK1 al 19 de los pacientes con la EP. Dentro de estos 

genes se encuentra el gen PARK8 que codifica para le proteína quinasa rica en repeticiones 

de leucina 2 (LRRK2, por sus siglas en inglés) la cual se ha relacionado con la vulnerabilidad 

neuronal dopaminérgica al estrés oxidativo (EO), el deterioro mitocondrial y el aumento de 

la muerte celular en la enfermedad de Parkinson (EP) idiopática y familiar. Sin embargo, 

aún se desconoce cómo participa exactamente esta quinasa en la conexión EO--mitocondria-

apoptosis. Además, se carece de un modelo in vitro que permita recapitular estos eventos 

moleculares. De modo que, durante los últimos años, la investigación de la EP se ha centrado 

no solo en el esclarecimiento los mecanismos moleculares involucrados en la relación entre 

LRRK2 y el EO sino también, en el desarrollo de modelos que sirvan de plataforma para la 

búsqueda de alternativas terapéuticas.  El objetivo de nuestro estudio fue desarrollar modelos 

in vitro con el fin de investigar el efecto de la inhibición genética y farmacológica de LRRK2 

y su relación con los mecanismos de EO, muerte celular y autofagia. Adicionalmente, nos 

interesamos en evaluar el potencial antioxidante y neuroprotector de extractos de Persea 

americana (P. americana) en los modelos in vitro expuestos al EO.  

Inicialmente utilizamos la repeticiones palindrómicas cortas agrupadas regularmente 

interespaciadas CRISPR/Cas9 para eliminar el gen LRRK2 ( LRRK2 knockout KO) en la 

línea celular de riñón embrionario humano 293 (HEK-293) y evaluar la respuesta celular al 

inhibidor mitocondrial complejo I rotenona (ROT), un conocido inductor de OS y muerte 

celular, en términos de las especies reactivas de oxígeno intracelular (ROS, DJ-1-Cys106-

SO3 oxidado); fosforilación de LRRK2 y c-JUN, expresión de la proteína tumoral del 

modulador de la apoptosis regulado por p53 (PUMA, y de Parkina (PRKN); activación de 

la caspasa 3 (CC3), fragmentación del ADN y disminución del potencial de membrana 

mitocondrial (∆Ψm) y de la quinasa putativa 1 inducida por PTEN (PINK), y DRP1 en 

comparación con las células WT tratadas y no tratadas con ROT. Estos mismos marcadores 

fueron analizados en células semejantes a neuronas (CSNs) obtenidas de células 

mesenquimales estromales de Cordón umbilical (CME-CU) expuestos a PQ+MB en 

presencia o ausencia del inhibidor de LRRK2 PF- 06447475 (PF-475) y extracto rico en 

fenoles de cáscara de aguacate Persea americana var. Colinred (CRE). Finalmente se 

analizaron marcadores neuropatológicos de la EP (p-αSyn) de mitocondria (∆Ψm, Parkina, 

DRP1), muerte celular (CC3), y autofagia (LC3-II), fosforilación de LRRK2 (p-LRRK2) en 

Neuronas dopaminergicas (NDAs) derivadas de células mesenquimales estromales de 

Sangre menstrual (CME-SM). 

 El análisis de los marcadores neuropatológicos en las células HEK293, mostró una 

reducción significativa en los marcadores asociados a la muerte celular y el estrés oxidativo 

en células HEK293 LRRK2 KO con respecto a las HEK29 WT. Este mismo comportamiento 
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se observó en las CSNs tratadas con el inhibidor de LRRK2 PF- 06447475 (PF-475) y el 

CRE bajo el estímulo de EO inducido por PQ y MB. Mas interesante aún el inhibidor PF-

475 en las NDAs intoxicadas con ROT de manera crónica y aguda logró revertir los 

marcadores neuropatológicos y la alteración de los marcadores lisosomales cuyo aumento 

se evidenció en la intoxicación crónica. 

En conjunto, nuestros datos sugieren que la quinasa LRRK2 regula tanto la muerte celular 

apoptótica como la autofagia en diferentes modelos in vitro evaluados bajo EO. Así mismo, 

los extractos metanólicos de P. americana tienen un mecanismo antiapoptótico asociado a 

su capacidad antioxidante. Dado que los defectos en la actividad del complejo mitocondrial 

I son comúnmente observados en la EP, el PQ+MB y la ROT funciona bien como un modelo 

químico de la EP tanto en condiciones agudas como crónicas. Así mismo estos hallazgos 

validan los modelos neuronales desarrollados como herramientas para la búsqueda de 

alternativas terapéuticas en la EP, las cuales de acuerdo con nuestros resultados deben estar 

enfocados en la inhibición de la quinasa LRRK2 y el uso de moléculas con actividad 

antioxidantes. 

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, LRRK2, Estrés oxidativo, apoptosis, autofagia, 

Extractos Naturales, Persea americana, actividad antioxidante, in vitro, células madre 

mesenquimales, neuronas dopaminérgicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

ABSTRACT 

 

Parkinson's disease (PD) is the second most common progressive neurodegenerative 

disorder in the world. This neurological disorder is characterized by movement disorders, 

oxidative damage and loss of dopaminergic (DAergic) neurons in the substantia nigra pars 

compacta region. PD has been associated with mutations or risk factors associated with 

PARK1-21 genes in.PD patients. Among these genes is the PARK8 gene encoding for 

leucine repeat-rich protein kinase 2 (LRRK2) which has been linked to dopaminergic 

neuronal vulnerability to oxidative stress (OS), mitochondrial impairment and increased cell 

death in idiopathic and familial Parkinson's disease (PD). However, exactly how this kinase 

participates in the EO--mitochondria--apoptosis connection is still unknown. Moreover, an 

in vitro model to recapitulate these molecular events is lacking. Thus, during the last few 

years, PD research has focused not only on elucidating the molecular mechanisms involved 

in the relationship between LRRK2 and EO, but also on the development of models that 

serve as a platform for the search for therapeutic alternatives. The aim of our study was to 

develop in vitro models in order to investigate the effect of genetic and pharmacological 

inhibition of LRRK2 on the mechanisms of EO, cell death and autophagy. Additionally, we 

were interested in evaluating the antioxidant and neuroprotective potential of Persea 

americana (P. americana) extracts in in vitro models exposed to EO.  

First we used the clustered regularly interspaced short palindromic repeats CRISPR/Cas9 to 

knock out the LRRK2 gene ( LRRK2 knockout KO) in the human embryonic kidney cell 

line 293 (HEK-293) and evaluate the cellular response to the mitochondrial inhibitor 

complex I rotenone (ROT), a known inducer of OS and cell death, in terms of intracellular 

reactive oxygen species (ROS, oxidized DJ-1-Cys106-SO3); LRRK2 and c-JUN 

phosphorylation, tumor protein expression of p53-regulated modulator of apoptosis (PUMA, 

and Parkin (PRKN); activation of caspase 3 (CC3), DNA fragmentation and decreased 

mitochondrial membrane potential (∆Ψm) and PTEN-induced putative kinase 1 (PINK), and 

DRP1 compared to ROT-treated and untreated WT cells. These same markers were analyzed 

in neuron-like cells (NSCs) obtained from umbilical cord mesenchymal stromal cells (UC-

MSCs) exposed to PQ+MB in the presence or absence of the LRRK2 inhibitor PF- 06447475 

(PF-475) and phenol-rich extract of avocado peel Persea americana var. Colinred (CRE). 

Finally, neuropathological markers of PD (p-αSyn) of mitochondria (∆Ψm, Parkin, DRP1), 

cell death (CC3), and autophagy (LC3-II), phosphorylation of LRRK2 (p-LRRK2) were 

analyzed in menstrual blood stromal mesenchymal stromal cell (MB-MSCs)-derived 

dopaminergic neurons (DALNs). 

Analysis of neuropathological markers in HEK293 cells showed a significant reduction in 

markers associated with cell death and oxidative stress in HEK293 LRRK2 KO cells with 

respect to HEK29 WT cells. This same behavior was observed in CSNs treated with the 

LRRK2 inhibitor PF- 06447475 (PF-475) and CRE under PQ- and MB-induced EO 

stimulus. More interestingly, PF-475 inhibitor in chronically and acutely ROT intoxicated 
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DALNs was able to reverse neuropathological markers and alteration of lysosomal markers 

whose increase was evidenced in chronic intoxication. 

Taken together, our data suggest that LRRK2 kinase regulates both apoptotic cell death and 

autophagy in different in vitro models evaluated under EO. Likewise, methanolic extracts of 

P. americana have an anti-apoptotic mechanism associated with their antioxidant capacity. 

Since defects in mitochondrial complex I activity are commonly observed in PD, PQ+MB 

and ROT function well as a chemical model of PD in both acute and chronic conditions. 

Likewise, these findings validate the neuronal models developed as tools for the search of 

therapeutic alternatives in PD, which according to our results should be focused on the 

inhibition of LRRK2 kinase and the use of molecules with antioxidant capacity. 

Keywords: Parkinson's disease, LRRK2, Oxidative stress, apoptosis, autophagy, Natural 

Extracts, Persea americana, antioxidant activity, in vitro, mesenchymal stem cells, 

dopaminergic neurons. 
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MARCO TEÓRICO 

CAPITULO 1: ENFERMEDAD DE PARKINSON (EP) 

 

1. ENFERMEDAD DE PARKINSON (EP) 

 

1.1. Definición  

 

La enfermedad de Parkinson (EP, OMIM # 168600) es un trastorno neurológico progresivo 

que afecta a una cantidad significativa de personas en todo el mundo, siendo el segundo en 

prevalencia. Desde un punto de vista clínico, la EP se caracteriza por la presencia de 

temblores, rigidez muscular, lentitud en los movimientos, problemas de estabilidad, 

dificultades en la marcha y falta de expresión facial (1). Fue el médico británico Dr. James 

Parkinson quien, en 1817 con su ensayo "Essay on the Shaking Palsy", documentó por 

primera vez esta enfermedad, que denominó como "Paralysis agitans". Aunque en su 

descripción inicial hizo referencia a la lentitud en los movimientos y los temblores en reposo, 

omitió síntomas fundamentales como la rigidez y los problemas posturales (2). No fue hasta 

1919 que se identificó la pérdida de células en la sustancia negra compacta y la presencia de 

inclusiones proteicas llamadas cuerpos de Lewy en pacientes con EP (3). Pasaron 140 años 

desde la descripción de James Parkinson para que Carlsson y sus colaboradores en 1957 

descubrieran la dopamina como un neurotransmisor clave en el sistema nervioso, además de 

otros síntomas no motores como la demencia, depresión, problemas sensoriales y trastornos 

del sueño (2, 4). 

En 1960, Ehringer y Hornykiewicz observaron una drástica disminución de las 

concentraciones de dopamina en el estriado de pacientes con EP (1). Fue en 1961 cuando se 

demostró por primera vez que la administración de Levodopa mejoraba la acinesia en 

pacientes con EP (6). Estos descubrimientos han sido fundamentales para el desarrollo de 

tratamientos, incluyendo el uso de Levodopa como reemplazo de la dopamina deficiente, y 

han llevado a investigaciones como el uso de injertos de células dopaminérgicas (7) con el 

fin de restaurar la función de las células perdidas debido a la enfermedad. Esto ha abierto 

posibilidades en la búsqueda de nuevas terapias y ha contribuido a comprender mejor los 

mecanismos celulares y moleculares involucrados en el desarrollo de la EP. 

 

Braak y sus colegas (2003) dividieron la progresión de la patología de Parkinson en seis 

etapas (Fig. 1), identificando la afectación de la sustancia nigra hasta la etapa tres (8). Esta 

evolución anatómica de la patología está relacionada con la aparición de síntomas no 

motores, como ansiedad, depresión y problemas cognitivos, que pueden manifestarse en una 

fase premotora o debido a tratamientos farmacológicos (9-11). La variabilidad en la 

presentación clínica de las áreas afectadas en pacientes con la patología de Lewy va desde 
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la constipación hasta la demencia. Otras condiciones similares, como la demencia con 

cuerpos de Lewy (DLB) y la falla autonómica pura (PAF), comparten características 

histopatológicas con la enfermedad de Parkinson, sugiriendo que son parte del mismo 

espectro. 

 

 

Figura 1. Etapas de Braak de la progresión de la EP de acuerdo con el depósito de los cuerpos de Lewy. A. 

Diagrama simplificado que muestra la expansión topográfica de las lesiones (de izquierda a derecha) y, 

simultáneamente, la gravedad creciente por parte de la parte de la patología global (de abajo hacia arriba: estadios 

1-6).  B. En la fase presintomática, las lesiones ocurren inicialmente en el núcleo motor dorsal IX/X y también en 

el núcleo olfatorio anterior. Posteriormente, las estructuras cerebrales menos susceptibles se ven afectadas 

gradualmente (véanse las flechas blancas). La patología en el núcleo olfativo anterior se expande menos fácilmente 

a las áreas relacionadas que la que evoluciona en el tronco cerebral. La patología del tronco cerebral sigue un curso 

ascendente (véanse las flechas blancas). Sigue la afectación cortical, comenzando por el mesocórtex temporal 

anteromedial. A partir de ahí, el neocórtex sucumbe, empezando por las áreas de asociación sensorial de alto orden 

y prefrontales. Le siguen las áreas de asociación sensorial/premotoras de primer orden y, posteriormente, los campos 

sensoriales y motores primarios. a disminución gradual de la intensidad del sombreado pretende representar la 

expansión topográfica de las lesiones durante el curso de la enfermedad. C. Así mismo, la presencia de estos 

agregados protéicos en presencia de α-sinucleína puede definir diferentes subtipos de parkinsonismo que pueden 

evolucionar a otras patologías asociadas a amiloidopatías (patología de Alzheimer) El modelo propuesto muestra 

en un extremo del espectro, los pacientes con EP que desarrollan demencia tardíamente o no la desarrollan tienen 

mínimos depósitos de amiloide neurítico, centrándose principalmente en el depósito de α-Syn. En el extremo 

opuesto, los pacientes con EA tienen predominio de depósitos de amiloide neurítico y pocos depósitos de α-Syn, 

presentando los rasgos clínicos de la EA más adelante. Tomado de Braak et al., 2003 (8); Berg et al., 2014 (14).  

 

Recientemente se ha propuesto una redefinición de la enfermedad de Parkinson que 

considera aspectos clínicos, histopatológicos y genéticos. Esta reevaluación reconoce que la 

enfermedad no se limita a una sola entidad, sino que afecta múltiples áreas del cerebro, la 

médula espinal y el sistema nervioso periférico autónomo. El conocimiento creciente sobre 

los mecanismos moleculares, los genes asociados y los factores de riesgo de la enfermedad 

sugieren que las alteraciones pueden afectar a grupos celulares no neuronales y procesos 

moleculares a través de múltiples tipos celulares con vulnerabilidades variables (12, 13). 

Esta variabilidad puede ser el resultado de interacciones con factores genéticos, ambientales 

y patologías comórbidas (14-16), que facilitan la comprensión de las causas moleculares, la 

identificación de biomarcadores, el desarrollo de tratamientos (17), y el establecimiento de 

un diagnóstico, que se base en la consideración de las  enfermedades definidas 

biológicamente que colectivamente forman el Parkinson. Esto permitiría una estratificación 
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más precisa de los pacientes y redefinir el Parkinson como un conjunto de enfermedades 

individuales (18). 

 

1.2. Epidemiologia de EP en el mundo y en Colombia 

 

La enfermedad de Parkinson (EP) se sitúa como la segunda enfermedad neurodegenerativa 

más común a nivel mundial después de la enfermedad de Alzheimer. Afecta a todos los 

grupos étnicos, aunque su incidencia es menor en la raza negra y en orientales. Globalmente, 

hay alrededor de 13 a 14 casos nuevos por cada 100.000 personas al año, y entre las personas 

mayores de 65 años, la incidencia aumenta a unos 160 casos nuevos por cada 100.000 

individuos en este grupo de edad.  En cuanto a la prevalencia de la enfermedad oscila entre 

100 y 200 por cada 100.000 personas (19), estando por encima de 200 individuos por cada 

100.000 personas en la población mayor de 60 años y entre el 400 a 500 personas por cada 

100.000 habitantes en la población mayor de 85 años (19). Estudios epidemiológicos en 

Colombia han estimado una prevalencia de 158 individuos por cada 100,000 habitantes (21), 

siendo el departamento de Antioquia el más afectado, con una prevalencia de la enfermedad 

de 30.7 individuos por cada 100.000 habitantes y en personas mayores de 50 años, 176 casos 

por cada 100.00 habitantes (22, 23). 

El inicio de la EP antes de los 40 años se observa en menos del 2% de los casos en cohortes 

basadas en la población mundial. Así mismo, la enfermedad es ligeramente más frecuente 

en hombres que en mujeres. En el 2040, se estima que habrá alrededor de 17 millones de 

afectados. Esto hace que la enfermedad de Parkinson sea de todas las enfermedades 

neurológicas, la de más rápido crecimiento a nivel mundial (20). Además, factores 

interculturales como la exposición a riesgos ambientales y las variaciones genéticas, afectan 

la prevalencia de la EP. Estos estimativos de la enfermedad siguen en incremento, 

especialmente en áreas urbanas, lo que representa un desafío para el sistema de salud, 

sumado al aumento en la expectativa de vida de la población colombiana (24). 

1.3. Características Clínico-patológicas de la EP 

 

Existen cuatro características clínicas cardinales de la EP que pueden agruparse bajo el 

acrónimo TRAP: Temblor en reposo, Rigidez, Acinesia (o bradicinesia) e Inestabilidad 

postural. Además, la postura flexionada y el congelamiento (bloqueos motores) se han 

incluido entre las características clásicas del parkinsonismo, siendo la EP la forma más 

común. Los síntomas no motores también son una característica común e infravalorada de 

la EP. Entre ellos se incluyen la disfunción autonómica, los trastornos 

cognitivos/neuroconductuales, las anomalías sensoriales (25, 26) y disfunción 

gastrointestinal asociadas a etapas tempranas de la enfermedad (27).  
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Los signos clínicos se manifiestan cuando las neuronas dopaminérgicas sufren deterioro o 

muerte, dejando de producir dopamina que es el neurotransmisor esencial para regular el 

circuito neuronal involucrado en el control del movimiento. A nivel macroscópico, el 

cerebro parkinsoniano muestra despigmentación del locus cerúleo y afectación de 

estructuras mesencefálicas, como el núcleo pedúnculo-pontino y el núcleo del rafe. Esta 

despigmentación se debe a la pérdida de neuromelanina por la muerte de aproximadamente 

del 70 - 80 % de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNc) que 

se proyectan al putamen asociada a una gliosis reactiva, a causa de agregados proteícos 

intracelulares y formación de cuerpos de Lewy (inclusiones intracitoplasmáticas que 

contienen principalmente α-sinucleína) que afectan también el núcleo basal de Meynert y de 

otros núcleos subcorticales (3, 28) (Fig. 2). Así mismo, se ha encontrado que la patología de 

Lewy inicialmente ocurre en las neuronas colinérgicas y monoaminérgicas del tronco 

cerebral y en el sistema olfatorio, pero luego es encontrado en las regiones límbicas y 

neocorticales con la progresión de la enfermedad (8, 20). 

  

 

Figura 2. Principales marcadores neuropatológicos de la EP. Microfotografías describen la neuropatología de la EP 

a). Corte transversal del mesencéfalo en donde se evidencia la pérdida selectiva de neuronas en la parte ventrolateral de 

la SN se presenta como la despigmentación de la sustancia nigra (SN) (panel derecho) comparado con un control (panel 

izquierdo). Las microfotografías b-d describen la Tinción de hematoxilina eosina de las inclusiones de alpha sinucleina 

características en los cerebros de los pacientes con la EP. e,f y g La tinción inmunohistoquímica de αsinucleína muestra 

la forma redonda intracitoplasmática de los cuerpos de Lewy (flecha e) y depósitos granulares más difusos (f y g).  

Tomado y adaptado de Poewe et al. 2017 (20). 

Otro descubrimiento fundamental en el ámbito neuropatológico de la EP es la perturbación 

de las mitocondrias, específicamente del complejo I mitocondrial en las neuronas 

dopaminérgicas localizadas en la región de la sustancia negra en pacientes con EP. Además, 

de los genes asociados con la enfermedad que están vinculados a las vías mitocondriales, 

como PRKN, PINK1, DJ-1 y HTRA2, y se relacionan con esta alteración mitocondrial. Esta 
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condición fenotípica podría originarse debido a la disfunción del sistema de control de 

calidad de las mitocondrias (29, 30). 

Estudios en modelos animales expuestos a neurotoxinas que compiten o inhiben a nivel del 

complejo I mitocondrial como MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), PQ, 

rotenona y 6-hidroxidopamina, inducen una disminución de la dopamina a través de la 

generación de estrés oxidativo. Este estrés oxidativo se ha convertido en uno de los factores 

clave en el desarrollo tanto de la forma clínica idiopática como de la familiar de la 

enfermedad de Parkinson (31-33). 

1.4. Neurofisio-patología del movimiento en la EP 

 

La apropiada ejecución de los movimientos voluntarios resulta de un procesamiento correcto 

de la información sensor-motora en el cerebro. Esta tarea es llevada a cabo por una compleja 

red neuronal, la cual incluye la corteza cerebral, el tálamo y los ganglios basales (34). Los 

circuitos neuronales que implican los ganglios basales están interconectados formando 

conjuntos neuronales jerarquizados y dinámicos formando una parte clave del sistema motor 

extrapiramidal, por lo que la disfunción de estos circuitos está asociada directamente a la EP 

(35). 

1.4.1. Ganglios Basales (GB) 

 

 

Figura 3. Ganglios Basales. (A) Corte coronal del cerebro, mostrando las estructuras que forman parte de los ganglios 

basales y la corteza motora. (B) Núcleos aferentes, intrínsecos y eferentes de los ganglios basales. Globo pálido 

externo (GPe), globo pálido interno (GPi), sustancia negra pars compacta (SNc) y sustancia negra pars reticulata 

(SNr). Adaptado de Rocha et al 2023 (36). 

Los ganglios basales (GB) consisten en una variedad de núcleos subcorticales o 

agrupaciones neuronales ubicadas en la base del cerebro (diencéfalo y mesencéfalo). Las 

estructuras que integran los GB son: el cuerpo estriado, que a su vez se subdividen en tres 

estructuras conocidas como núcleo caudado, putamen, las cuales forman la región dorsal del 

cuerpo estriado y el núcleo accumbens, que corresponde a la parte ventral del cuerpo 

estriado; el globo pálido externo (GPe), el globo pálido interno (GPi), el núcleo subtalámico 
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(STN), que forman parte del diencéfalo, y la sustancia negra (SN), que se divide en pars 

compacta (SNc) y pars reticulata (SNr), que hacen parte del mesencéfalo (Fig. 3). 

En cuanto a las proyecciones neuronales, los GB y los núcleos relacionados pueden 

clasificarse en términos generales como: 1) núcleos de entrada, 2) núcleos de salida y 3) 

núcleos intrínsecos(36). Los núcleos de entrada son aquellas estructuras que reciben 

información de distintas fuentes, principalmente de origen cortical, talámico y nigral. El 

estriado conformado por el núcleo caudado (CN), el putamen (Put) y el núcleo accumbens 

(Acb) se consideran núcleos de entrada. Los núcleos de salida son aquellas estructuras que 

envían información de los GB al tálamo y están formados por el segmento interno del globo 

pálido (GPi) y la sustancia negra pars reticulata (SNr). Por último, los núcleos intrínsecos 

como el segmento externo del globo pálido (GPe), el núcleo subtalámico STN y la sustancia 

negra pars compacta (SNc) se sitúan entre los núcleos de entrada y salida (36). La 

información eferente cortical y talámica entra en el cuerpo estriado (CN, Put y Acb) para 

seguir procesándose en el sistema de los GB (Ver Fig. 3) (37). 

 

1.4.2. Sistema Dopaminérgico Nigroestriatal 

  

El sistema dopaminérgico-nigroestriatal describe la interacción entre dos regiones 

cerebrales: la sustancia nigra y el cuerpo estriado. Se considera que la vía dopaminérgica 

nigroestriada desempeña un papel esencial en el control del movimiento (38). La 

comunicación entre el estriado y la sustancia nigra es bidireccional, formando un circuito de 

retroalimentación entre las vías nigroestriatal y estriato-nigral. La sustancia nigra pars 

compacta envía fibras dopaminérgicas al caudado y al putamen, mientras que el estriado 

proyecta fibras GABAérgicas hacia la sustancia nigra reticulada y compacta (39). 

La dopamina tiene un efecto dual y complementario en las neuronas GABAérgicas del 

estriado. Por una parte, estimula las neuronas GABAérgicas que contienen GABA, sustancia 

P y dinorfinas y por otra parte, inhibe las neuronas que contienen GABA, encefalina y 

neurotensina. Por lo tanto, hay dos vías de entrada al cuerpo estriado que se ven influenciadas 

de manera diferente por la proyección dopaminérgica de la sustancia nigra compacta. A pesar 

de sus diferentes acciones sinápticas, las influencias dopaminérgicas tienen el mismo efecto 

general de disminuir la inhibición de las neuronas talamocorticales, lo que facilita la 

realización de movimientos iniciados en la corteza (36). 

1.4.3. Organización de los GB y su alteración en la EP 

A finales de la década de los 80’s, los neurocientíficos y los médicos adoptaron un nuevo 

modelo para dar explicación de cómo funcionaban los circuitos de los GB y cómo se 

alteraban en la EP (40). Una característica clave de este modelo fue identificar que había dos 

sistemas de proyección en el cuerpo estriado. Un sistema denominado vía "directa" que se 

proyecta directamente a la SNr y otra indirecta a través del segmento externo del globo 

pálido (GPe) y el núcleo subtalámico. Canónicamente, se cree que cada vía está controlada 

por una población distinta de proyecciones de neuronas espinosas (SPN) de la sustancia nigra 



22 
 

pars compacta (SNc); las SPN de vía directa (dSPN) que expresan predominantemente el 

receptor de dopamina D1 (D1R), y las SPN de vía indirecta (iSPN) que expresan el receptor 

de dopamina D2. Las neuronas que envían señales directas a los dos núcleos de salida tienen 

receptores de dopamina D1 que facilitan la transmisión, mientras que las de la vía indirecta 

poseen receptores D2 que reducen la transmisión (41). 

 

La vía directa describe una ruta inhibitoria monosináptica (mediada por GABA, sustancia P 

y Dinorfina) que va desde el putamen hacia el globo pálido interno (GPi). Esta vía tiene la 

función de convertir la idea abstracta de un movimiento en su realización. La idea abstracta 

del movimiento se origina en la corteza asociativa, que tiene conexiones estimulantes con el 

caudado y el putamen. El caudado y el putamen comparten una estructura similar, por lo 

tanto, se consideran funcionalmente como un solo núcleo dividido en dos partes. Por la 

cápsula interna, tienen conexiones inhibidoras con el GPi y con la parte reticular de la 

sustancia nigra. Por consiguiente, cuando se activa el caudado, disminuye la actividad del 

GPi y la parte reticular de la sustancia nigra. Estas estructuras tienen conexiones con los 

núcleos talámicos que también son inhibidoras (42). Así, cuando el caudado y el putamen se 

activan, aumenta la actividad de los núcleos talámicos porque se inhibe la inhibición del GPi 

y de la sustancia nigra, lo que resulta en una activación debido a dos vías inhibidoras en 

serie. Los núcleos talámicos activan la corteza motora suplementaria, que envía la orden de 

movimiento a la corteza motora primaria, y esta a su vez dirige la orden a las motoneuronas 

de la médula espinal para ejecutar el movimiento. Esta vía transforma la idea de un 

movimiento en su realización (Fig. 4). 

La vía indirecta inicia en las neuronas estriatales GABAérgicas que expresan encefalina y 

neurotensina y se dirigen al globo pálido externo (GPe), que a su vez envía proyecciones 

inhibitorias GABAérgicas a la región sensoriomotora del núcleo subtalámico (NST), el cual 

envía a su vez estímulos excitatorios directamente al GPi y SNr (37). Esta vía inhibe los 

movimientos, teniendo un efecto contrario a la vía directa. Algunas neuronas del caudado y 

el putamen tienen conexiones inhibidoras con el globo pálido externo, que a su vez inhibe el 

núcleo subtalámico. Cuando se activa esta vía, el caudado y el putamen inhiben el globo 

pálido externo, desinhibiendo así el núcleo subtalámico, el cual activa al globo pálido interno 

y a la parte reticular de la sustancia nigra. Esta activación resulta en una inhibición de los 

núcleos talámicos, lo que provoca la inhibición de la corteza motora. Esta vía inhibe los 

movimientos debido a sus tres sinapsis inhibitorias en serie en lugar de dos, como ocurre en 

la vía directa, invirtiendo así la estimulación. Mientras la vía directa tiende a activar 

movimientos voluntarios, la vía indirecta tiende a inhibir la aparición de componentes 

involuntarios en el movimiento. Un equilibrio adecuado entre ambas vías es crucial para los 

movimientos normales, por lo tanto, un desequilibrio puede llevar a alteraciones en el 

movimiento, como se observa en algunas patologías, como la enfermedad de Parkinson (Fig. 

4)(42). 
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A través de esta red moduladora, los potenciales de acción en las neuronas DAérgicas SNc 

y las elevaciones transitorias en la liberación de DA estriatal promueven la activación de las 

dSPNs y suprimirían la activación de las iSPNs, dando lugar al movimiento. Por el contrario, 

la inhibición de la actividad de las neuronas DAérgicas de la SNc y una reducción transitoria 

de la liberación de DA estriatal harían lo contrario y suprimirían el movimiento. Por lo tanto, 

en la EP, la pérdida de la liberación de DA estriatal conduce el circuito estriatal hacia la vía 

indirecta y la supresión del movimiento (43). 

Figura 4. Circuitos neuronales de los ganglios basales: Vías directa e indirecta. A. Vía directa e indirecta de los 

ganglios basales involucradas en el control del movimiento. B. Modulación de la vía directa e indirecta de los circuitos 

basales por parte de la dopamina para permitir el movimiento. SNpc: sustancia nigra parte compacta; GPE: globo pálido 

externo; GPI: globo pálido interno; NST: núcleo subtalámico; SNpr: sustancia nigra parte reticulata; ME: médula espinal; 

+ activador; - inhibidor. dSPN: Proyecciones de neuronas espinosas vía directa; iSPN: Proyecciones de neuronas espinosas 

vía indirecta, Adaptado de: Ortega-Arellano H. et al., 2019 (44). 

1.5. Etiología de la EP  

 

Hasta la fecha no se conoce completamente la etiología de la EP. Los modelos 

experimentales actuales de EP, que incluyen investigaciones neuropatológicas, análisis 

genéticos y estudios epidemiológicos, han intentado dilucidar en detalle las causas de la 

enfermedad de la EP (53-58). En este contexto, se sugiere que la EP es un trastorno 

multifactorial, lo que significa que interactúan tanto factores ambientales como genéticos. 

Se cree que los factores genéticos explican solo una pequeña proporción de los casos de EP, 

alrededor del 5 al 10 % (45) los cuales son llamados Parkinson familiar (EPF) con una edad 

de inicio temprano, mientras que aproximadamente el 90 al 95 % de los casos parecen ser 

esporádicos (conocido como EPE), sin una causa genética identificada (46). Estos casos se 

conocen comúnmente como Parkinson idiopático y se caracterizan por un inicio de la 

enfermedad en edades avanzadas (más de 65 años). Estudios epidemiológicos, han 

relacionado claramente a factores ambientales como; la edad (28), la exposición laboral a 

herbicidas y pesticidas neurotóxicos como la rotenona, paraquat (PQ), maneb (MB) (47) y 

metales pesados (48), las lesiones cerebrales y el hábito de fumar, con la aparición de las 
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formas esporádicas. Así mismo, se ha encontrado que la dieta, especialmente en relación con 

el consumo de ácidos grasos, hierro y el metabolismo de la homocisteína (49, 50) puede 

contribuir de gran manera en el desarrollo de la EPE. Por otro lado, en la forma de aparición 

familiar se consideran factores de tipo genético como las mutaciones puntuales o sin sentido 

en genes específicos. 

 

1.5.1. Factores Ambientales asociados al desarrollo de la EP 

Los principales factores ambientales que se han asociado al desarrollo de la EP han sido las 

toxinas ambientales. En 1983, Langston y Ballard reportaron por primera vez que la toxina 

ambiental 1-metil-4-fenil,1,2,5,6-tetrahidropiridina, (MPTP) podía inducir la EP, al observar 

que un producto secundario, el  1-metil-4-fenil piridina (MPP+), generado por equivocación 

durante la síntesis de la meperidina, y consumida en adictos en esa época, actuaba como un 

narcótico analgésico depresor del sistema nervioso central (SNC) adictivo originando 

parkinsonismo irreversible en 6 pacientes, con todas sus características clínicas (51).  

   

El MPP+ es un inhibidor del Complejo I que puede ser captado selectivamente por las 

neuronas dopaminérgicas (52). Además del MPTP, una gran variedad de inhibidores del 

Complejo I mitocondrial, incluyendo el pesticida, insecticida y piscicidas rotenona, inducen 

parkinsonismo en roedores y primates no humanos, proporcionando una visión importante 

del papel de la deficiencia del Complejo I en la patogénesis de la EP. Mecanisticamente, la 

rotenona es un potente inhibidor de la actividad del complejo I mitocondrial y, por lo tanto, 

reduce el consumo de oxígeno y aumentan los déficits bioenergéticos que inducen daños 

estructurales en las mitocondrias y por consiguiente en las neuronas (47). Asimismo, el 

herbicida paraquat (N, N'-dimetil-4,4 '-bipiridinium) tiene una estructura similar al MPP+ y 

puede generar un modelo tóxico de la EP (49). De hecho, entre todos los herbicidas con 

potencial neurotóxico estudiados, los hallazgos realizados sobre el paraquat parecen ser los 

más concluyentes, por lo que la exposición a este herbicida se ha asociado con un mayor 

riesgo de padecer EP (53). Mas aún, el paraquat se ha utilizado para replicar aspectos de la 

patología de la EP en modelos animales, incluyendo la pérdida de neuronas dopaminérgicas 

y la acumulación de sinucleína, mediante la inducción de estrés oxidativo y 

neuroinflamación (54-56) . Por último, el fungicida Etileno-bis-ditiocarbamato de 

manganeso (Mn-EBDC)-maneb (MB) posee un mecanismo neurotóxico muy similar a la 

Rotenona y Paraquat que incluye estrés oxidativo (57) e inhibición mitocondrial (58), debido 

a su afinidad por el complejo I y III en la cadena de transporte de electrones. 

 

1.5.1.1. Pesticidas: Rotenona (ROT) 

La rotenona es un pesticida, inhibidor del complejo I mitocondrial altamente selectivo y bien 

caracterizado como uno de los neurotóxicos asociados a la EP. Se encuentra de forma natural 

en las raíces de varias especies de plantas, como estrategia de defensa endógena frente a los 
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insectos(59). En 1902, el botánico japonés Kazuo Nagai, aisló este compuesto de la planta 

Derris elliptica, a la que denominó rotenona por el nombre “roten” que en Japonés 

corresponde a “Derris”, el género  de la planta de donde se obtuvo (60). Sin embargo, no 

fue sino hasta 1947 que la rotenona fue registrada convirtiéndose en uno de los pesticidas, 

insecticidas y piscicidas más utilizados en todo el mundo.  

Aunque la rotenona tiene una vida media relativamente corta en el medio ambiente y un uso 

comercial limitado, estudios epidemiológicos realizados en Francia, Australia y EEUU, han 

vinculado la exposición ambiental crónica a la rotenona con un mayor riesgo de desarrollar 

EP (53, 61-63). Adicionalmente, estos estudios encontraron diferencias de género, indicando 

un mayor riesgo en hombres expuestos a la rotenona a padecer EP en comparación con las 

mujeres (64). Los resultados sugieren entonces que el riesgo de EP aumenta en agricultores 

expuestos a ciertos pesticidas como la rotenona (61).   

 

Figura  5. La Rotenona (ROT), estructura y mecanismo de acción sobre el complejo I mitocondrial en las neuronas 

dopaminérgicas. A. Estructura química que muestra que la ROT contiene un anillo central de di-hidro-γ-pirona central 

con un sistema dihidrobenzopirano a la izquierda y un sistema de dihidrobenzofurano a la derecha. B. Sitios de unión de la 

rotenona (ROT1, ROT2, ROT3) dentro del complejo I de la cadena transportadora de electrones mitocondrial. Tomado y 

adaptado de Pereira et al., 2023 (68). 

Recientemente, se ha propuesto una serie de mecanismos moleculares asociados a las 

consecuencias adversas de la rotenona que destacan a la inhibición del complejo I 

mitocondrial como el evento iniciador que más se asocia con el riesgo a desarrollar EP tras 

la exposición. Estos mecanismos se basan en los efectos de la Rotenona a nivel de la 

disfunción mitocondrial, la alteración de la proteóstasis, la neuroinflamación y la 

degeneración de las neuronas dopaminérgicas los cuales son eventos clave indicativos del 

inicio de la enfermedad (65).  

 

Con el vínculo establecido entre la inhibición del Complejo I y la EP, la rotenona ha ganado 

una atención significativa como agente potencialmente causante de EP y como posible 
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herramienta para el modelamiento de la EP. De hecho, parte de su mecanismo neurotóxico 

se debe a su estructura química la cual está conformada por anillos hexagonales centrales; 

un anillo de dihidro-γ-pirona central con un sistema dihidrobenzopirano a la izquierda y un 

sistema de dihidrobenzofurano a la derecha (66) (Fig. 5A). Esta estructura permite que ROT 

se una a tres sitios de unión dentro del complejo I, los dos primeros sitios de unión de la 

ROT se ubican en el bolsillo del complejo I, el primero es donde se une la ubiquinona 

(ROT1), el segundo se ubica en la región de la subunidad ND1 (ROT2) y el tercer sitio se 

ubica lejos del bolsillo de unión a la ubiquinona, en la subunidad ND4 (ROT3) (67, 68)(Fig. 

5B). Una vez se ocupan los 3 sitios de unión de la ROT en el complejo I (Fig 5B) (69-71)  

se bloquea la transferencia de electrones del complejo I a la ubiquinona, deteniendo la 

producción de ATP  (71, 72).  

 

El mecanismo anterior implica la interrupción de la cadena transportadora de electrones, 

inhibición de la fosforilación oxidativa, y la excitotoxicidad celular mediada por Ca2+ que 

resulta en la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS, v.gr. H2O2), estrés 

oxidativo (71-73), disminución de los sistemas de defensa antioxidante celular y daño 

oxidativo en macromoléculas celulares como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos (74). 

Adicionalmente, se ha evidenciado que la inhibición de la funcionalidad mitocondrial por la 

acción de la neurotoxina ROT afecta la transición de permeabilidad mitocondrial (mPT) por 

la formación de poros en la membrana externa mitocondrial y la activación de vías 

apoptóticas.  

 

Es importante destacar que la ROT induce la degeneración específica de las neuronas DA y 

la agregación de alfa sinucleína intracelular in vitro e in vivo (47, 75, 76), contribuyendo a 

la muerte celular (77). En modelos in vitro, más específicamente en células PC12 (derivadas 

de un feocromocitoma de la médula suprarrenal de rata), el tratamiento crónico de 48 horas 

con rotenona conduce a la muerte celular mediada por la oxidación de la dopamina (78) y la 

exposición a este tóxico altera potentemente la autofagia y promueve la agregación de α-

sinucleína (77). La ROT de hecho, puede desregular múltiples funciones mitocondriales 

esenciales para el mantenimiento mitocondrial. Por ejemplo, las células neuronales tratadas 

con rotenona presentan mitofagia (proceso especializado que degrada selectivamente las 

mitocondrias dañadas) que implica la externalización del lípido mitocondrial cardiolipina 

(CL) a la superficie mitocondrial y el posterior reclutamiento de la maquinaria autofágica a 

través de una interacción entre cardiolipina y la proteína microtúbular de cadena ligera 3, 

LC3 (79). Un estudio similar del mismo grupo reforzó la importancia de la interacción CL-

LC3 como señal para la mitofagia inducida por rotenona en células SH-SY5Y, una línea 

humana de neuroblastoma (80). 

 

Más allá del proceso de mitofagia, se ha encontrado que la ROT también puede potenciar la 

autofagia e inducir la muerte celular a través de mecanismos mediados por ROS en células 

HeLa y en SH-SY5Y. Sin embargo, en astrocitos primarios de ratón, la ROT no consigue 
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aumentar significativamente los niveles de ROS ni la autofagia (81). Así mismo, se ha 

reportado que las ROS inducidas por la ROT pueden inhibir el flujo autofágico en células 

SH-SY5Y diferenciadas y en células PC-12 (82, 83), mientras que en las HEK-293, la ROT 

induce EO, daño mitocondrial y muerte celular apoptótica independientemente de la 

acumulación de lisosomas y autofagolisosomas (84). Estos diversos resultados reflejan una 

ausencia en la determinación de un mecanismo concreto que explique el efecto de la ROT o 

de sus subproductos como el peróxido de hidrógeno (H2O2) sobre la autofagia, mitofagia, y 

muerte celular u otros mecanismos asociados a la  vulnerabilidad y pérdida  neuronal 

dopaminérgica, lo cual podría deberse a diversos factores como los sistemas celulares 

analizados (cultivos primarios frente a líneas celulares), el tiempo de exposición (aguda 

frente a crónica), la dosis (baja frente a alta), y/o el tipo de modelo (in vitro frente a in vivo). 

 

1.5.1.2. Herbicidas: Paraquat (PQ) (N, N'-dimetil-4,4 '-bipiridinium) 

 

El Paraquat (PQ, N, N'-dimetil-4,4 '-bipiridinium) conocido como viológeno de metilo, es 

un catión orgánico de amonio cuaternario derivado de un hidruro de 4,4'-bipiridina que se 

ha utilizado como indicador redox. Su estructura está formada por dos anillos de piridina 

(4,4'-bipiridina) con dos sustituyentes N-metilados en las posiciones 1- y 1'- (Fig. 6). Desde 

1957, se ha explorado su utilidad como herbicida, y se caracteriza por ser un compuesto 

altamente soluble en agua, no volátil y térmicamente estable. En años posteriores, se 

demostró que la exposición prolongada a dosis bajas de PQ constituye un riesgo ambiental 

para el desarrollo de la EP (85, 86). Además, se encontró que la exposición al paraquat dentro 

de los 500 metros del lugar de trabajo y el hogar se asocia con riesgo de EP (OR 1.50, IC 

95% 1.03-2.18)(87). 

 

Figura  6. Estructura química del Paraquat. 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridinio diclohidrido. Imagen Fuente: Pubchem: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Paraquat 

El PQ inicialmente es absorbido por la piel y se acumula mayoritariamente en riñón y 

pulmones donde causa toxicidad (88). Posteriormente el PQ puede ser, activamente 

transportado a través de la barrera hematoencefálica por el mismo transportador de 

aminoácidos neutros o sistema denominado LAT-1 usado por L-valina y L-dopa (89, 90). 

Una vez en el cerebro, el PQ2+ es reducido extracelularmente a PQ+1, por la NADPH-
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oxidasa presente en la microglía. En este estado reducido, se convierte en el sustrato del 

transportador de dopamina (DAT) y del transportador catiónico orgánico-3 (Oct-3) por 

medio de los cuales ingresa a la neurona donde realiza un nuevo ciclo de óxido-reducción 

(91). Intracelularmente, en las neuronas, el PQ induce EO por medio de la producción de 

aniones superóxido a través del ciclo redox (55). Particularmente, se ha evidenciado que el 

PQ afecta específicamente   las neuronas dopaminérgicas, dada la selectividad de su 

captación como sustrato por el transportador DAT, lo que hace altamente vulnerables a las 

neuronas dopaminérgicas, ya que se pueden generar i) altas cantidades de ROS que a su vez, 

estimulan la oxidación y autoxidación de la dopamina, y pueden formar aductos con grupos 

tiol de las proteínas como la glutatión y con DNA (92, 93). De igual forma, la vulnerabilidad 

neuronal se aumenta por el ii) incremento de la actividad de respiración aeróbica (94), y por 

la iii) producción de radical Hidroxil (HO•) a través de la reacción de Fenton debido a la alta 

concentración de hierro en la sustancia nigra (95, 96). De esta manera la alta producción de 

ROS, limita los recursos metabólicos encargados de la degradación de proteínas, la remoción 

y reemplazo de lípidos oxidados ((97, 98) y de la reparación del ADN dañado. Las neuronas 

que no pueden compensar esta disfunción entran en procesos de muerte celular programada 

como la apoptosis  o necrosis bajo condiciones extremas (99) (Fig. 7). 

 

Adicionalmente, se ha demostrado que el PQ induce la oxidación de la tiorredoxina (Trx) 

vía la activación de la ASK/JNK (100). De acuerdo con este mecanismo,  los niveles bajos 

de Trx determina la sensibilidad neuronal  a la toxicidad del PQ inducida por la activación 

de la señalización  ASK1/JNKp38. Dentro de esta cadena de eventos moleculares de 

toxicidad del PQ, se ha evidenciado la peroxidación de lípidos, la nitración de la tirosina (55, 

56, 101); la agregación de la proteína de membrana plasmática ATPasa (PMCA) y su 

degradación por medio de calpaínas como consecuencia del EO inducido por PQ (Fig. 7) 

(102). 
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Figura 7. Mecanismo de acción del Paraquat. 1) El PQ2+ atraviesa fácilmente la barrera hematoencefálica a través 

del transportador de aminoácidos neutros (LAT1) y es captado por la microglía cercana, que posteriormente lo convierte 

en ●PQ+ a través de la NADPH oxidasa. El ●PQ+ es absorbido por DAT u OCT3 en las neuronas DA. 2) Dentro de las 

neuronas, el PQ genera ROS mediante ciclos redox en CI y CIII de la cadena de transporte de electrones mitocondrial 

CTE afectando la producción de energía. ROS como el H2O2 en la activación de cascadas de señalización de muerte 

celular. 3) El estrés oxidativo desencadena la inducción del estrés del retículo endoplasmático y la activación de la 

enzima 1 que requiere inositol (IRE1), activando a continuación la cascada de señalización ASK1/JNK. La PQ induce 

una disminución dosis-dependiente de los niveles de Trx que conduce a un aumento de ASK1 fosforilada. 4) La 

fosforilación de JNK induce el factor de transcripción p53 que conduce a la activación/inducción de los miembros pro-

apoptóticos de la familia Bcl-2 que culminan en la apoptosis. BHE: Barrera Hematoencefálica; LAT-1: Transportador 

de Aminoácidos Neutros; DAT: Transportador de Dopamina; SOD: Superóxido Dismutasa; FR: Reacción de Fenton; 

HWR: Reacción Haber Weiss; CAT: Catalasa; GPX: Glutation Peroxidasa. CI: Complejo I, CII: Complejo II, CIII: 

Complejo III, CIV: Complejo IV, CIV: Complejo IV. Fuente: Autor, Creado con Biorender. 

 

1.5.1.3. Fungicidas Maneb (MB) 

El maneb (MB) es un complejo polimérico de manganeso con el ligando aniónico de etileno 

bis (etilen 1,2-bisditiocarbamato o etilenbisditiocarbamato de manganeso Fig. 8), pertenece 

a la variedad de fungicidas ditiocarbamatos, comúnmente usados para proteger los cultivos 

de plantas contra plagas de origen fúngico(103, 104). La toxicidad del MB, en humanos, 

ocurre por exposición oral y dérmica. Los estudios epidemiológicos muestran que la 

exposición a MB se asocia con un mayor riesgo de EP (53, 105). Estos datos, han ido 

incrementando la preocupación sobre los efectos del MB en la salud de la población en 

general (106). Se ha encontrado que el MB induce toxicidad y neurotoxicidad durante  el 

desarrollo embrionario  en modelos animales (107). De hecho, diversos hallazgos soportan 

la idea que la exposición a MB causa defectos motores similares a la EP en modelos de 

roedores (108, 109) e induce neurodegeneración selectiva en neuronas dopaminérgicas en 

cerebros de ratones (110).  
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Figura 8. Estructura química del MANEB etilen 1,2-bisditiocarbamato.. . Imagen Fuente: Pubchem: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3032581. 

Más específicamente, se ha demostrado que el MB exacerba la condición prooxidante a 

través de su capacidad para interrumpir el sistema antioxidante del glutatión en las neuronas 

dopaminérgicas(111), cataliza la autooxidación de DA (112) y perturba la función 

mitocondrial, actuando como un desacoplador e inhibidor de los complejos I y III de la 

cadena transportadora de electrones(113-115).  Recientemente, también se ha encontrado 

que el MB altera la  función mitocondrial al dirigirse a las enzimas mitocondriales con tioles 

de cisteína reactivos y alterar su redox tiol(116). Adicionalmente, se ha descubierto que el 

MB disminuye la expresión de Bcl2, el potencial de membrana mitocondrial 

desencadenando EO  y aumenta la expresión de Bax, citocromo c y caspasa-3 activada lo 

que sugiere la activación de la vía de apoptosis mitocondrial(117),(118, 119). 

Adicionalmente, se ha demostrado que la exposición de las células dopaminérgicas al MB 

no solo produce una neurotoxicidad significativa, sino también una disminución de la 

función proteasomal que  conduce a la agregación de α-sinucleína y la formación de 

inclusiones citoplasmáticas o cuerpos de Lewy (117, 120). 

 

1.5.1.4. El PQ y MB 

Estudios epidemiológicos en zonas geográficamente cercanas, mostraron que los 

trabajadores rurales expuestos a ambos pesticidas PQ y MB, aumentaron un 75% el riesgo a 

desarrollar la EP (121).  Estos hallazgos habían sido demostrados en modelos murinos, en 

donde se observó que la exposición de la combinación del PQ y el MB inducia un aumento 

de la patología neuronal de la sustancia nigra, la degeneración motora dependiente de la 

edad, reducción progresiva de los metabolitos de la dopamina, y reducción de la inmuno-

reactividad de la tirosina hidroxilasa y del transportador de dopamina (122, 123). 

 

Se ha encontrado que el PQ y el MB tienen mecanismos de toxicidad que actúan 

sinérgicamente (124-126). Fei y Ehtell (2008) descubrieron que el MB potencia la 

neurotoxicidad de la PQ desencadenando la muerte celular dependiente de Bax a través de 

la activación de tres fuertes inhibidores de Bak, Bfl-1, Bcl-xL y Mcl-1, además de inducir 

activadores de Bax que incluyen Bik y Bim (127). Estos hallazgos podrían explicar el posible 

mecanismo sinérgico entre PQ y maneb y proporciona pruebas que los 2 pesticidas, actúan 

sinérgicamente para convertirse en neurotóxicos aumentando el riesgo de EP en humanos, 
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especialmente cuando la exposición combinada ocurre en etapas tempranas de la vida. Por 

tanto, la combinación de PQ y MB constituye una excelente herramienta para modelar in 

vitro la EP inducida por toxinas ambientales y para la identificación de dianas y/o la 

evaluación de nuevas moléculas terapéuticas.  

 

1.5.2. Factores Genéticos asociados al desarrollo de la EP 

 

En 1898, Gowers describió por primera vez la contribución genética al desarrollo  de la  EP,  

al observar que el 15% de sus pacientes tenían una historia familiar (128). Posteriormente, 

un estudio en familias Griegas e Italianas encontró que la EP se distribuía de manera 

autosómica dominante aportando al descubrimiento del primer gen con incidencia directa en 

esta enfermedad denominado SNCA, locus PARK1 que codifica para la proteína α-

Sinucleina (129) confirmando la contribución de factores genéticos en el desarrollo de la EP. 

A partir de estos primeros hallazgos en 1997 y varias investigaciones en epidemiología de 

la EP, estudios de ligamiento y de asociación del genoma completo (de la sigla en inglés, 

GWAS, Genome-wide association studies) llevadas a cabo por colaboraciones 

internacionales, se ha logrado determinar que alrededor del 10% de los pacientes con EP 

presentan un origen hereditario preciso, relacionado con mutaciones en genes específicos 

que desencadenan formas mendelianas de la EP (Tabla 1)(130). Hasta el momento, se han 

identificado aproximadamente 23 áreas cromosómicas distintas vinculadas con la EP. No 

obstante, el Comité de Nomenclatura de Genes HUGO ha identificado 18 genes que han 

demostrado ser agentes causales de la EP, incluyendo 9 genes autosómicos dominantes 

(SNCA, LRRK2, GBA, VPS35, POLG, DNAJC13, TMEM230, CHCHD2, DCTN1) y 9 genes 

autosómicos recesivos (PINK, PARK7, PRKN, ATP13A2, FBX07, PLA2G6, DNAJC13, 

SYNJ1, VPS13C) que dan origen a la EP de tipo monogénico o enfermedad de Parkinson 

Familiar (EPF). Adicionalmente, los estudios de asociación han revelado varios loci y 

variantes genéticas únicas que se comportan como un fuerte factor de riesgo para la EP 

esporádica(131, 132).  

Es importante resaltar, que se ha demostrado que los factores genéticos de riesgo y 

esporádicos en los pacientes con EP, convergen en mecanismos de disfunción mitocondrial, 

EO, mal plegamiento y agregación proteica que conducen finalmente a procesos de 

neurodegeneración y muerte celular  (28). Estos descubrimientos han direccionado la 

investigación hacia la búsqueda de nuevos blancos moleculares que regulen la expresión de 

genes específicos, con fines terapéuticos (Tabla 1)(133).  
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Tabla 1. Genes implicados en la enfermedad de Parkinson. Tomado de Day et al., 2021 (131) . 

  Gen (HGNC 

Nombre 

aprobado) 

Nombre 

alternativo 

del gen 

Patrón de 

herencia  
Patogenicidad Fenotipo EP Función 

  

Alta 

penetrancia 

SNCA 
PARK1, 

PARK4, 

NCAP 
AD  Patogénica Inicio temprano 

Incierto (codifica 

para la α-sinucleina) 

VPS35 
PARK17, 

MEM3 
AD  Patogénica Típico(tardío) 

Tráfico retromero 

and endosomal  

PINK1 PARK6 AR Patogénica Inicio temprano 

Mitocondrial 
PARK7 DJ-1 AR Patogénica Inicio temprano 

PRKN 
PARK2, 

PARKIN 
AR Patogénica Inicio temprano 

PLA2G6 
PARK14, 

IPLA2 
AR Patogénica 

inicio temprano, 

atípico 
Membrana celular 

ATP13A2 PARK9 AR Patogénica 
inicio temprano, 

atípico 
Lisosomal 

FBXO7 
PARK15, 

FBX7 
AR Patogénica 

inicio temprano, 

atípico 
Mitocondrial 

POLG 
POLG1, 

POLGA 
AD Patogénica 

inicio temprano, 

atípico 

Mitocondrial 

mantenimiento del 

DNA  

DNAJC6 
PARK19, 

DJC6 
AR 

Probablemente 

patogénica 
Inicio temprano 

Formación de la 

vesícula sináptica y 

tráfico vesicular 
DNAJC13 

PARK21, 

RME8 
AD 

Conflicto en 

reportes 
Típico(tardío) 

TMEM230 C20ORF30 AD 
Conflicto en 

reportes 
Típico(tardío) 

SYNJ1 PARK20 
AR Patogénica 

inicio temprano, 

atípico  

VPS13C PARK23 AR Patogénica Inicio temprano Mitocondrial 

CHCHD2 - AD Patogénica Típico(tardío) Incierto 

DCTN1 - AD Patogénica atípico Microtúbulo 

Penetrancia 

variable 

LRRK2 
PARK8, 

AD Patogénica Típico(tardío) 

Lisosomal, 

mitocondrial, 

microtúbulo DARDARIN 

GBA GBA1 AD Patogénica Típico(tardío) Lisosomal 

Asociada 

con la EP 

pero no 

patogénica 

HTRA2 - AD 
Incierto/Probable

mente benigna 
- Mitocondrial 

UCHL1 PARK5 AD 
Incierto/Probable

mente benigna 
- 

Ubiquitina/proteoso

mal 

GIGYF2 PARK11 AD 
Incierto/Probable

mente benigna 
- Incierto 

EIF4G1 - AD Benigna - 
translación de 

mRNA  

LRP10 LRP9 AD  Incierto - Incierto 

AD = autosómico dominante, AR = autosómico recesivo, HNGC = HUGO Gene Nomenclature 

Committee. 
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1.5.2.1. La EP Autosómica recesiva (EP-AR) 

La EP con herencia autosómica recesiva difiere de las otras formas de EP en las siguientes 

características. i) Presenta una edad de inicio temprano, en la mayoría de los casos antes de 

los 40 años; tiene una ii) progresión lenta; iii) tiene excelente respuesta a la levodopa, a pesar 

de las discinesias tempranas inducidas por este fármaco; y presencia de iv) deterioro 

cognitivo mínimo debido a que la autonomía del paciente perdura, lo cual es coherente con 

la neurodegeneración selectiva de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro.  Esta 

correlación clínica-patológica ha sido confirmada por los pocos estudios neuropatológicos 

realizados en autopsias de los casos disponibles. Los únicos casos de formas recesivas 

autosómicas de la EP que han sido examinadas post mortem en cortes del cerebro son de 

mutaciones de los genes de la Parkina, y de PINK1(134). 

1.5.2.1.1. PARK2, parkina: Ubiquitina E3 ligasa  

El gen PARK2 o PRKN (OMIM#602544) está ubicado en la región cromosómica 6q25.2-

27, se compone por 12 exones separados por grandes regiones intrónicas con una extensión 

de 1,53Mb. Se han registrado alrededor de 147 mutaciones, mayormente deleciones o 

duplicaciones en uno o más exones, aunque también se presentan cambios de un solo 

nucleótido y deleciones menores (135, 136) 

El gen PRKN codifica para una proteína llamada parkina con actividad ubiquitina ligasa E3, 

por lo cual su expresión puede estar involucrada en vías de ubiquitinación afectando la 

degradación de proteínas anormales por medio del proteosoma (137). La función de la 

ubiquitina ligasa E3 en su estado normal genera la degradación de la α-sinucleína glicosilada, 

así como de otras proteínas cuya acumulación tiene efectos neurotóxicos (138) . Así mismo, 

la Parkina se ha vinculado a través de funciones mitocondriales con efectos antiapoptóticos, 

evitando la liberación de citocromo c y la muerte celular por EO.  

Por lo tanto, las mutaciones en el gen PRKN traen como consecuencia la pérdida de actividad 

de la enzima ubiquitina ligasa E3, generando una acumulación de proteínas no ubiquitinadas 

que conducen a EO, disfunción mitocondrial y muerte temprana de las neuronas 

dopaminérgicas, sin la formación de los cuerpos de Lewy, siendo estas las principales causas 

del Enfermedad de Parkinson Juvenil autosómico recesivo (EPJAR-JP). 

En Colombia, en la región nordeste del departamento de Antioquia, se han identificado 

cuatro mutaciones en el gen PRKN: i) la inserción c.321-322insGT de origen francés, ii) la 

deleción c255delA, iii) la duplicación del exón 3; y iv) la mutación C212Y, que consiste en 

el cambio de una cisteína por una tirosina en el codón 212 (g.736G>A, exón 6), encontradas 

en 6 familias (139-141). Todas las anteriores mutaciones están asociadas con la EPJAR-JP, 

con un rango de aparición temprana entre los 13 y 43 años. 
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1.5.2.1.2. PARK6, PINK 1 

El gen PINK1 (Proteína quinasa 1 putativa inducida por PTEN- PARK6) está localizado en 

el cromosoma 1 en la posición 1p36.12, tiene 8 exones, teniendo una extensión de 18Mb, 

que codifican para una proteína de 581 aminoácidos que contiene una secuencia N-terminal 

de orientación mitocondrial (MTS), un dominio transmembrana (TM), un dominio regulador 

N-terminal (NT), un dominio conservado de proteína quinasa que comprende un lóbulo N y 

un lóbulo C, y por último un dominio C-terminal (CTD)(142, 143). Funcionalmente, PINK1 

está relacionado con la homeostasis mitocondrial en respuesta al EO, ya que induce la 

mitofagia y regula la bioenergética los cuales inciden directamente en la morfología 

mitocondrial (procesos de fisión y fusión). (144). 

Hasta el presente, según los informes de la base de datos MDSGene, se han descrito en todo 

el mundo 151 portadores de la mutación PINK1, con un total de 62 variantes de secuencia 

diferentes causantes de la enfermedad implicadas tanto en la EP esporádica como en la 

familiar, incluyendo 13 mutaciones definitivamente patogénicas, 44 probablemente 

patogénicas y 5 patogénicas (143). El gen de la fosfatasa homologa de la tensina (PTEN) 

que induce la quinasa I PINK fue descubierta en una familia Italiana con casos familiares de 

EP. Estudios funcionales in vitro, han demostrado que PINK1 se localiza en las 

mitocondrias. La proteina PINK1 de tipo salvaje parece ser importante en la neuroprotección 

reduciendo la disfunción mitocondrial y la apoptosis inducida por el proteosoma (136, 145).  

1.5.2.1.3. PARK7, DJ-1  

El gen PARK7 o DJ-1 está localizado en la región cromosómica 1p36 y está compuesto por 

8 exones distribuidos en 24 kb que codifican una proteína de 189 aminoácidos homodimérica 

de la familia de las peptidasas C56  conocida como DJ-1(146). Los dos primeros exones (1A 

y 1B) son no codificantes y se empalman alternativamente en el gen DJ-1. Normalmente, 

esta proteína se encuentra en el citoplasma donde funciona como chaperona (147); sin 

embargo, también puede translocarse a la mitocondria cumpliendo un función como 

antioxidante (148), cuya actividad depende de un residuo de cisteína en la posición 106 y 

del estado de oxidación de los enlaces de disulfuro (149). 

Las mutaciones en el gen DJ-1 son una de las causas menos conocidas del parkinsonismo 

autosómico recesivo, representando solo el 1% de los casos de aparición temprana de la 

enfermedad de Parkinson. Estas mutaciones fueron identificadas a través del mapeo genético 

de dos familias consanguíneas procedentes de comunidades genéticamente aisladas en los 

Países Bajos e Italia. (150). Se ha observado que las mutaciones asociadas con este gen se 

encuentran tanto en estado heterocigoto como homocigoto, lo que resulta en la pérdida de 

función de la proteína (146, 151). 
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1.5.2.1.4. Los genes PINK1, DJ-1, y su relación con PRKN 

 

Los genes vinculados a la enfermedad de Parkinson PINK1, DJ-1 y PRKN desempeñan roles 

fundamentales en la biología, regulación y mantenimiento de las mitocondrias (152). La 

proteína PINK1 se localiza en las mitocondrias y se ha demostrado su capacidad para 

fosforilar proteínas mitocondriales en respuesta al estrés oxidativo celular, lo que contribuye 

a proteger contra la disfunción mitocondrial. Además, se ha observado su relación indirecta 

con el metabolismo de lípidos y la biogénesis mitocondrial. Estudios previos realizados por 

Xiong et al. en 2009 evidenciaron que PINK1 aumenta la actividad de PARKINA, la cual es 

degradada a través del sistema de ubiquitina-proteasoma (153). 

 

Se ha planteado la hipótesis que DJ-1 y PINK1 colaboran para resguardar a la célula del 

estrés que induce apoptosis, contribuyendo con la regulación y actividad de la ubiquitina de 

la PARKINA (154). Finalmente, se ha comprobado que las proteínas codificadas por los 

genes PINK1, PRKN y DJ-1 interactúan formando un complejo funcional de ubiquitina E3 

ligasa en neuronas primarias humanas, con un peso molecular aproximado de 200 kD (155). 

 

1.5.2.2. EP Autosómica Dominante (EPAD) 

 

Los genes dominantes suelen ser detectados mediante clonación posicional en linajes 

familiares extensos a lo largo de múltiples generaciones. Diversas evidencias de estudios 

clínicos y genéticos  sugieren su asociación con la enfermedad dado que : 1) la mutación se 

hereda de manera clara junto con la enfermedad; 2) esta mutación no se encuentra 

comúnmente en un gran conjunto de individuos sanos utilizados como controles; 3) 

normalmente se localiza en un área importante del gen que codifica la proteína; 4) estas 

mutaciones suelen ser altamente conservadas a lo largo de diferentes especies; 5) 

observaciones experimentales,  tanto in vitro como in vivo, muestran que la mutación 

perturba funciones celulares o aumenta la muerte celular (140). 

 

1.5.2.2.1. PARK1/PARK4, α sinucleina (SNCA) 

 

El gen PARK1/PARK4 o SNCA está localizado en la región cromosómica 4q21.3-q22, 

conformada por 5 exones con una longitud total de transcripción de 3041 bps que codifican 

para la proteína SNCA de 14,5 kDa y 140 aminoácidos. El SNCA inicialmente identificado 

y considerado como el principal gen causante de la enfermedad la EP autosómica dominante 

de la aparición temprana (EPAD). Se han reportado, como mínimo, 19 variantes patogénicas 

en el gen SNCA (136). 

El gen SNCA codifica para la proteína α-sinucleína que se expresa específicamente en las 

terminaciones nerviosas presinápticas (129). La α-sinucleína puede contribuir a la 
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patogénesis de la EP de varias maneras, pero generalmente se piensa que sus conformaciones 

oligoméricas solubles aberrantes, denominadas protofibrillas, son las especies tóxicas que 

median la alteración de la homeostasis celular y la muerte neuronal, a través de efectos sobre 

varios blancos intracelulares, alterando la función sináptica. Además, la α-sinucleína 

secretada puede ejercer efectos deletéreos en las células vecinas, contribuyendo así 

posiblemente a la propagación de la enfermedad (156). 

1.6. La LRRK2: QUINASA CON REPETICIONES RICAS EN LEUCINA 

El gen de la quinasa rica en repeticiones de leucina 2 (LRRK2), fue clonado por primera vez 

en 2004 e identificado el producto génico responsable del subtipo genético autosómico 

dominante más común y un determinante importante en la fisiopatología de la EP (157, 158). 

El gen LRRK2 se encuentra ubicado en el brazo largo q del cromosoma 12 en la posición 12 

(12.q12), con 51 exones, que codifican para una proteína también conocida como dardarina 

(proveniente de la palabra vasca “Dardarin” que significa “temblor”) (Fig. 9). El LRRK2 se 

expresa en el sistema nervioso en las regiones del cerebro tales como: la corteza, el estriado, 

el hipocampo, el cerebelo y en las neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra pars 

compacta (SNpc)(159). También puede detectarse en niveles más bajos en astrocitos y 

microglía, donde su expresión puede ser inducida por estímulos inflamatorios (160, 161). En 

las neuronas, la proteína del LRRK2 se localiza principalmente en las estructuras vesiculares 

y membranas intracelulares (v.gr., endosomas, lisosomas, cuerpos multi-vesiculares, 

membrana externa mitocondrial, balsas lipídicas, vesículas de transporte asociadas a los 

microtúbulos, en los sinaptosomas, en el complejo de Golgi y el retículo endoplásmico) 

(162). 

 

Figura 9. Representación esquemática de la ubicación citogenética del gen LRRK2. Posición en el brazo largo q del 

cromosoma 12 donde se encuentra el locus PARK8 correspondiente al gen LRRK2. Fuente: National Library of Medicine. 

http://ghr.nlm.nih.gov/chromosome=12 

1.6.1. Estructura de la LRRK2 

La proteína quinasa LRRK2 está compuesta por un multidominio de 2.527 aminoácidos y 

un peso molecular de 280 kDa. Esta quinasa pertenece a la familia de proteínas ROCO, las 

cuales se caracterizan por contener un dominio característico de GTPasa o complejo Ras 

(ROC) adyacente a su región de unión C-terminal (COR). LRRK2 también contiene un 
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dominio de proteína quinasa serina/treonina y varios dominios putativos de interacción 

proteína-proteína flanqueando la región catalítica central de ROC-COR-quinasa. También 

posee en la parte C terminal el dominio WD40 y en el extremo N-terminal, un dominio de 

repeticiones ricas en leucina (LRR) y el dominio de ankirina (Fig.10)(163).  

 

Figura  10. Estructura de la quinasa del LRRK2 con los dominios en su forma monomérica y dimérica. A) Esquema 

de la estructura de los dominos de LRRK2 en su forma monomérica, sobre el esquema de los dominios de la proteína, se 

indican las sustituciones de aminoácidos incluyendo, tanto las variantes patogénicas (rojo), las variantes de riesgo (azul), 

como las variantes que confieren un riesgo reducido de EP (verde). Los residuos fosforilados se muestran debajo del 

esquema de los dominios de la proteína, con los residuos fosforilados heterólogos en azul y los sitios de autofosforilación 

en rojo. B) Muestra de izquierda a derecha: la forma dimérica activa de LRRK2 vista frontal, esquemática y superior del 

módulo dimérico; monómero A LRR-Roc, monómero B COR (LRR, amarillo; Roc, azul; subdominios N-/C-terminal, 

subdominio quinasa, rojo; COR, violeta). Tomada de Taymans et al, 2023 (158). 

1.6.2. Mecanismos moleculares de activación del LRRK2 

La quinasa LRRK2 es una proteína con una alta capacidad de fosforilación debido a los 

numerosos residuos que posee y que pueden sufrir autofosforilación o hetero-fosforilación 

(164, 165). Esta quinasa se presenta predominantemente en estructura dimérica, lo que indica 

que la dimerización es necesaria para su actividad quinasa y para su localización a 

membranas celulares (166). Esta conformación dimérica se presenta gracias a i) la 

autofosforilación de la proteína a través de eventos intramoleculares (cis) (167), o a ii) la 

interacción con otras proteínas (v.gr. c proteína adaptadora 14-3-3). La mayoría de los sitios 

de autofosforilación residen en el dominio ROC, y unos pocos sitios se encuentran en los 

dominios COR y quinasa. Estudios in vitro han demostrado autofosforilación en los residuos  

treonina  1410 (T1410) (168) y serina 1292 (S1292) (167) del dominio COR, lo cual sugiere 
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que la autofosforilación de LRRK2 puede desempeñar una función reguladora de su 

actividad GTPasa(169, 170). 

 

Adicional a los sitios de autofosforilación de la LRRK2, también presenta un grupo de 

residuos de serina (S910, S935, S955 y S973) previos al dominio ROC, que están 

constitutivamente fosforilados. Se ha demostrado que estos residuos se ven afectados cuando 

ocurren mutaciones en los dominios ROC/COR/quinasa en la proteína LRRK2(171). De 

igual forma, se ve afectada la unión de la LRRK2 a la proteína adaptadora 14-3-3, cuando 

ocurre la desfosforilación de las serinas S910 y S935. Esta interacción es muy importante 

porque estabiliza las conformaciones o modificaciones estructurales de esta proteína quinasa 

para regular su actividad enzimática y localización subcelular (172, 173). Asimismo, se han 

identificado corriente arriba proteínas quinasas que podrían estar fosforilando a LRRK2 en 

los residuos S910/S935; como las quinasas de la familia de Ikappa B (174), y la caseína 

quinasa 1 alfa (162). Por el contrario, las proteínas fosfatasa 1A (PPIA), estarían 

desfosforilando a LRRK2 en esta misma posición (S910/S935) (175). 

  

Estudios realizados de la relación estructura-función de la quinasa LRRK2, han evidenciado 

que en el estado dimérico la proteína actúa como una GTPasa activada por la dimerización 

dependiente de nucleótidos (GAD) que permiten la formación de un dímero con el dominio 

ROC mostrando una yuxtaposición dependiente del nucleótido que se denomina cis-

homodimerización) (176, 177). Este modelo implica dos estados conformacionales del 

dímero de LRRK2, el primer estado la quinasa LRRK2 forma un dímero obligado (mediado 

por un domino COR); este dímero de unión del GTP al dominio ROC induce al estado 

dimérico, el cual permite la unión del efector o activación de la quinasa (Fig. 11).  

 

La hidrolisis de GTP causa la disociación del dominio de ROC y la inactivación de la 

quinasa; en este estado no son necesarias las proteínas activadoras de GTPasa (GAPs), o 

factores intercambiadores de guaninas (GEFs) (Fig. 11). En el segundo estado, o mecanismo 

convencional del ciclo GTPasa; la disociación lenta de GDP es estimulada por GEFs (Fig. 

11). La unión de GTP permite las interacciones con los efectores o la activación de la quinasa 

por la acción acelerada de las GAPs con actividad de GTPasas que complementan o 

estabilizan el sitio activo. La reacción biológica (unión del efector) y la reacción GTPasa son 

generalmente mutuamente excluyentes (178). 
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Figura 11. Estados conformacionales del dímero de la quinasa LRRK2. A. En el primer estado, La quinasa se encuentra 

activada (estrella) por la formación del dímero es mediada por el dominio COR unida a una molecula de GTP, La hidrólisis 

de GTP provoca la disociación de los dominios ROC, inactivando la quinasa. En este estado, no son necesarias las proteínas 

activadoras de GTPsa (GAPs) o los factores intercambiadores del nucleótido guanina (GEFs). En contraste, en el 

mecanismo convencional del ciclo GTPasa, la disociación lenta de GDP es estimulada por GEFs. La reacción de la GTPsa 

se acelera gracias a GAPs que complementan o estabilizan el sitio activo. Tomado de Gomez-Suaga et al., 2014 (178). 

1.6.3. Sustratos de la LRRK2 

La LRRK2 puede fosforilar numerosos sustratos putativos por la actividad de la proteína 

quinasa LRRK2, evidenciados tanto en modelos in vitro como in vivo. Estos sustratos 

incluyen la propia LRRK2 por autofosforilación en la Ser1292 (179), los miembros de la 

familia de las MAP quinasa quinasa (MAPKK)(180), las proteínas del citoesqueleto de la 

familia ERM (ezrina/radixina/moesina)(181), la proteína beta-tubulina (182), la Akt1 (183), 

FoxO1 (184), la proteína τau asociada a los microtúbulos(185, 186), la 4E-BP1 (187, 188), 

la ArfGAP1 (189, 190), la α-sinucleína (191), la esnapina (192), la endofilina A (193) y p53 

(194). Estos hallazgos demuestran que la LRRK2 es una proteína multifuncional con una 

amplia variedad de vías de señalización moleculares sobre diferentes sustratos celulares 

debido a su actividad quinasa. Estas características, sumado a las evidencias experimentales 

que mutaciones en el gen LRRK2 son una causa genética relativamente común de EP en 

todo el mundo, convierte a la LRRK2 en una molécula promisoria de blanco terapéutico. 

Más aún, evidencias genéticas y bioquímicas recientes han sugerido que las mutaciones sin 

sentido patogénicas resultan en la hiperactivación de la actividad de la quinasa LRRK2 en 2 

a ~ 3 veces su actividad normal (195). Por lo tanto, las moléculas pequeñas que inhiben la 

actividad de la quinasa LRRK2 podrían proporcionar un tratamiento potencial modificador 

para la EP. Sin embargo, los mecanismos por medio de los cuales estos inhibidores 

disminuyen la actividad de esta quinasa no están aun claramente establecidos (178).  

1.6.4. Funciones de la LRRK2 

Las principales funciones fisiológicas de la LRRK2 se relacionan estrechamente con sus dos 

dominios enzimáticos: el dominio quinasa, que cataliza la fosforilación de sus diferentes 

sustratos y el dominio ROC-GTPasa que está implicado en la hidrólisis GTP-GDP (Fig.12). 

Además, de estas funciones enzimáticas, la LRRK2 puede funcionar como proteína de 

andamiaje contribuyendo a la formación de un complejo multiprotéico de transporte y 
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señalización celular. Más aún, estudios bioquímicos y moleculares demostraron que la 

LRRK2 regula el tráfico celular interactuando o fosforilando los componentes celulares del 

citoesqueleto, como la tubulina asociada a los microtúbulos, la proteína tau y los 

microfilamentos como la proteína actina (182, 196). Adicionalmente, se ha reportado su 

asociación con GTPasas pequeñas (Ras), clatrinas y proteínas accesorias de transporte 

vesicular y mitocondrial como la dinamina DRP1 asociada con la dinámica mitocondrial. 

Estas observaciones sugieren que la LRRK2 puede estar implicada en varias etapas del 

tráfico mitocondrial y vesicular como el reciclaje de la vesícula sináptica, internalización de 

receptores de tráfico endocítico temprano o tardío, tráfico en el aparato de Golgi (mediante 

la sobreexpresión de Rab29) o autofagia (reclutamiento en los lisosomas bajo la influencia 

de agentes lisosomotrópicos) (189, 190). Así mismo, estudios recientes en neuronas de rata, 

han indicado que LRRK2 también está implicada en funciones celulares como la regulación 

de la morfología de los procesos de formación de las neuritas (197) (Fig.12).  

 

Figura  12. LRRK2 y sus mecanismos de acción. Varios datos postulan que LRRK2 a través de su dominio quinasa y/o 

GTPasa puede afectar a la función mitocondrial, el sistema ubiquitina-proteasomal, la vía autofagica-lisosomal, la dinámica 

de los microtúbulos, así como el tráfico de vesículas y proteínas, la fosforilación de α-sinucleína y las células del sistema 

inmunológico. Tomado de Esteves al., 2014 (198). 

. 

1.6.5. La EP y la proteína quinasa LRRK2 

Dentro de los genes asociados con la enfermedad de Parkinson, se destaca el gen de la 

quinasa LRRK2, cuyas variantes son las más prevalentes, reportándose en aproximadamente 

el 0.7% de todas las personas que presentan síntomas de la enfermedad de Parkinson. (199). 

Se han encontrado más de 900 variantes identificadas en los diferentes dominios de LRRK2, 

de las cuales 9 se han identificado como patogénicas para la EP (136) de tres maneras: 

primera, variantes que se segregan de manera mendeliana (aunque con una penetrancia 

dependiente de la edad) y tienen un mayor efecto en el fenotipo de la enfermedad; segunda, 



41 
 

variantes que no tienen un tipo de segregación definida para la forma familiar de EPAD y 

que muestran asociación a nivel poblacional como factores de riesgo y la tercera, variantes 

designadas por los estudios GWAS, las cuales se asocian con efectos muy modestos sobre 

el riesgo de la  enfermedad (200). 

 

Dentro de las variantes que se segregan de manera mendeliana se encuentran algunas que 

conducen a mecanismos de ganancia de función, donde la actividad quinasa de la LRRK2 

aumenta para fosforilar un grupo de proteínas Rab en diferentes localizaciones subcelulares, 

afectando vías descendentes que inducen la patogénesis de la EP(201). Estas variantes en el 

dominio quinasa incluyen la G2019S, I2020T, mientras que en los dominios ROC GTPasa 

y COR se encuentran las variantes R1441C/G/H, e Y1699C. Estos dominios donde se 

encuentran mutaciones están altamente conservados y segregan en familias con la EP  (199, 

202).  La mutación sin sentido más frecuente en la LRRK2 es la G2019S y la que ha recibido 

mayor atención porque parece ser la variante más penetrante en la EP autosómica dominante 

de aparición tardía y la EP esporádica, con una influencia del 40% y 10%, respectivamente 

(202, 203). Además, la ocurrencia de las variantes en LRRK2 afectan a un amplio espectro 

de diversos grupos étnicos en diferentes regiones geográficas, creando susceptibilidad 

genética en la población con EP (204). La penetrancia de la mutación no sinónima G2019S 

en LRRK2 es alta y dependiente de la edad, pero incompleta, lo que sugiere que factores 

genéticos y/o ambientales se asocian con LRRK2 para desencadenar la neurodegeneración 

dopaminérgica (205). 

 

Interesantemente, en estudios in vitro e in vivo, la eliminación de LRRK2 recapituló aspectos 

de la patogénesis de la EP tales como la pérdida de neuronas dopaminérgicas, la acumulación 

de α-Syn, el deterioro de la degradación de proteínas y la desregulación de la autofagia (206, 

207). Sin embargo, no existe evidencia del impacto fenotípico, ya que no hubo un incremento 

en el riesgo de EP en humanos portadores de variantes de pérdida de función de LRRK2 

(208). Muchos estudios también muestran que la función aberrante de LRRK2 en la EP no 

es necesaria sólo por la mutación, sino que algunos factores cascada arriba de su vía de 

señalización, como Rab29 y α-Syn podrían exacerbar la actividad de LRRK2 (209). Por lo 

tanto, la evidencia sugiere que la LRRK2 mutante está interrelacionada con otras proteínas 

e impacta diversos procesos biológicos celulares, aumentando la complejidad y el enigma 

de la comprensión de la patogénesis de la EP (210).  
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ROC: Domino GTPasa, COR: Dominio C Terminal de ROC, LRR: Dominio con repeticiones ricas 

en leucina. 

 

 

Los estudios de asociación en todo el genoma (GWAS) indican además que la variación 

común en el gen LRRK2 es un factor de riesgo para la EP idiopática. Las mutaciones en el 

LRRK2 dan lugar a una forma de aparición tardía de EP familiar que es clínica y 

neuroquímicamente indistinguible de la EP idiopática (135, 222, 223).  

 

1.6.6. Los genes PRKN, SNCA, PARK7 y su relación con LRRK2 

La proteína LRRK2 se encuentra principalmente en el citoplasma celular, sin embargo, una 

parte de esta fracción se ha identificado que esta también asociada con la membrana externa 

mitocondrial, donde interactúa con la proteína Miro deteniendo la movilidad mitocondrial 

Variación 

aminoacídica 
Posición 

Dominio 

Proteico 
Etnicidad de riesgo Neuropatología Referencia 

R1441C Exón 31 ROCc 

Europa Media Cuerpos de Lewy 

Tong et al., 2012 

(211) 

 Pérdida Neuronal SN 

 Ovillos Neurofibrilares 

 Tinción de la ubiquitina 

R1441G Exón 31 ROCc 

Caucásica (País 

Vasco Country) 

Italia 

Pérdida Neuronal SN 
Marti-Masso et al., 

2009 (212) 

Tinción de la ubiquitina  

R1441H Exón 31 ROCc NAb Desconocido 
Ross et al., 2009 

(213) 

R1628P Exón 34 CORc China Desconocido 
Zhang et al., 2009 

(214)  

Y1699C Exón 35 CORc NAb 

Cuerpos de Lewy 

Daniëls et al., 

2011(215) 

 

Pérdida Neuronal SN 

Ovillos Neurofibrilares 

Tinción de la ubiquitina 

G2019S Exón 41 Quinasa 

Teóricamente en 

todas las 

poblaciones 

especialmente en el  

Norte de África 

Cuerpos de Lewy Trinh et al., 2014 

(216), Gatto et al., 

2013 (217), Healy 

et al., 2008 (218) 

Pérdida Neuronal SN 

Ovillos Neurofibrilares 

Tinción de la ubiquitina  

I2020T Exón 41 Quinasa NAb 
Cuerpos de Lewy 

Hasegawa et al., 

2008 (219) 

Pérdida Neuronal SN  

R2385R Exón 48 WD40 Asia del Este Desconocido Di Fonzo 
Di Fonzo et al., 

2006 (220) 

Q1111H Exón 24 LRR Sur América Desconocido 
Mata et al., 2011 

(221)  

Tabla 2. Características de las sustituciones de LRRK2 asociadas con la EP. Tomado de Taymans et 

al., 2023 (158). 
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Figura  SEQ Figura_ \* ARABIC 13. Vía molecular de la apoptosis intrínseca inducida por 

especies reactivas de oxígeno (EROS y la activación de la quinasa LRRK2. La interrupción de la cadena 

de transporte de electrones genera concomitantemente anión superóxido (O2˙) y peróxido de hidrógeno 

(H2O2, 1). Este último compuesto a través de la oxidación de tioxiredoxinas (TRDX) activa ASK-1 (2), y 

es capaz de oxidar directamente a DJ-1Cys106SH en DJ-1Cys106SO3e (3) y fosforila LRRK2 a través de 

la activación de MEKK1 (4) /IKK (5). Una vez que la LRRK2 se fosforila en la Ser935 y 910 (6), la 

quinasa activa p-(S-935)-LRRK2 fosforila tres dianas principales: inactiva PRDX3 (7), impidiendo así la 

catálisis del H2O2; activa ASK-1 (2) y MKK4 (8), que activa el factor proapoptótico c-Jun a través de la 

vía MKK4/JNK. vía MKK4/JNK (9) y fosforíla a p53(10). El resultado es la generación adicional de 

H2O2 (1) y la regulación al alza de PUMA (11), que a su vez induce la despolarización de la membrana 

mitocondrial. del potencial de membrana mitocondrial, ΔΨm (12). La pérdida del ΔΨm permite la 

liberación de proteínas proapoptógenas que dan lugar a la activación de la CASPASA-3 (13). Esta 

endoproteasa es responsable de la fragmentación del ADN mediante la activación enzimática del factor 

de fragmentación del ADN-45 (DFF45) y la subsiguiente activación de la actividad nucleasa del DFF40. 

Esta morfología de los núcleos constituye el sello típico de la apoptosis. Fuente: Autor.Tabla 3. 

Características de las sustituciones de LRRK2 asociadas con la EP. Tomado de Taymans et 

al., 2023 
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para dar el inicio a la mitofagia (224), y con DRP1 con el fin de regular la fisión mitocondrial 

junto con parkina (225). Asimismo, mutantes del gen DJ1 (PARK7) que codifica para una 

peroxirredoxina, capaz de barrer peróxido, similar a la peroxidasa, inducen la fragmentación 

de la matriz mitocondrial por medio de la modulación de la expresión de Drp2. De igual 

forma, la supresión de la expresión de DJ-1 ha sido relacionada con la deficiencia de 

complejo 1 mitocondrial (226). Se ha reportado que tanto en individuos mutantes como 

silvestres para la proteína α-sinucleina, esta proteína se une e ingresa a la mitocondria 

posiblemente a través de los canales iónicos dependientes de voltaje, afectando la función 

del complejo 1 mitocondrial en la membrana interna(227). La unión de la α-sinucleina en la 

membrana externa mitocondrial inhibe la fusión de modo que las proteínas LRRK2, parkina 

y DJ-1 rescatan esta función y conducen a una excesiva fisión y fragmentación de la matriz 

mitocondrial (228).  

Adicionalmente, se ha demostrado que las variantes patogénicas de LRRK2 asociadas con 

el aumento de la actividad quinasa, inducen alteraciones en los procesos implicados en la 

regulación de la vía endosomal, como cambios morfológicos y funcionales de los lisosomas 

que se observan agrandados, capacidad degradativa reducida de estos organelos; aumento de 

la expresión de la de la ATPasa transportadora de cationes 13A2 (ATP13A2), de la 

fosforilación de la proteína α-sinucleína. Más aún, se ha demostrado que la toxicidad de la 

α-sinucleína se ve incrementada por aductos de dopamina (229) e inactivación de la Parkina 

modificada o mal plegada (230, 231) y DJ-1 (232) que se acumulan selectivamente en los 

cerebros de pacientes con EP. Estos hallazgos, sugieren que mutaciones génicas o 

modificaciones postraduccionales de las proteínas codificadas por los cuatro genes (PRKN, 

PINK1, DJ-1 y LRRK2) interactúan estrechamente con la α-sinucleína; y que esta interacción 

desencadena múltiples vías de señalización que alteran la morfología, la función de la cadena 

respiratoria, el control de calidad de la mitocondria, el estrés reticular, la liberación de ROS 

y los procesos de biogénesis mitocondriales (fisión/fragmentación)(210). Por lo tanto, 

estudios de nuevas interacciones moleculares posibles entre las proteínas (alfa-sinucleína, 

Parkina, DJ-1, PINK1 y LRRK2)  constituyen interesantes herramientas para estudiar los 

mecanismos subyacentes a la patogénesis y a la muerte selectiva de neuronas 

dopaminérgicas  y asimismo, poder identificar nuevas dianas terapéuticas en la EP (233) .  

1.7. MECANISMOS NEUROPATOLÓGICOS INDUCIDOS POR LA QUINASA 

LRRK2 EN LA EP 

 

1.7.1. Disfunción Mitocondrial y LRRK2 

La actividad quinasa y GTPasa de LRRK2 interviene en una amplia gama de procesos 

celulares (164) que conduce a una disfunción mitocondrial que a su vez, conlleva a la 

patogénesis de la EP. Estudios en Fibroblastos de pacientes con la mutación G2019S 

evidenciaron una morfología mitocondrial anormal(234). Adicionalmente, en un modelo de 
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neuronas derivadas de células madre mesenquimales, expuestas al estímulo neurotóxico de 

la rotenona (Inhibidor complejo I mitocondrial) se demostró que el inhibidor de LRRK2 PF-

06447475 redujo el EO evitando la alteración del potencial de membrana mitocondrial y la 

vía de señalización de muerte neuronal(235). Adicionalmente, se ha demostrado que la 

sobrexpresión de LRRK2 causa el reclutamiento de la proteína similar a la dinamina 1 

(DLP1) en la mitocondria (225) y la co-expresión de estas dos proteínas (DLP1 y LRRK2) 

inducen un incremento en el EO, y relocalización de DLP1 en la mitocondria promoviendo 

el aclaramiento mitocondrial(236). También, se ha encontrado que la inhibición de DLP1 es 

capaz de rescatar la fragmentación mitocondrial tanto en células HEK como en fibroblastos 

que expresan la mutación G2019S(237).  

  

Por otro lado, se ha descubierto que LRRK2 interactúa con otras proteínas en la membrana 

externa mitocondrial como Miro deteniendo la motilidad mitocondrial e iniciando la 

mitofagia(224). Asimismo, RAB10 actúa como sustrato de la actividad quinasa de LRRK2, 

se acumula en las mitocondrias despolarizadas e interactúa con el receptor de autofagia 

OPTN (optineurina) para mediar la mitofagia de una manera dependiente de 

PINK1/parkin(238). Mas aún, la ganancia de función tóxica de la actividad quinasa de 

LRRK2 inhibe la acumulación de RAB10 en las mitocondrias(238). Estas observaciones 

sugieren que LRRK2 podía ser responsable de la homeostasis mitocondrial por medio del 

control de la calidad mitocondrial dependiente de DLP1 y regulando proceso de mitofagia 

asociadas a las proteínas Miro, RAB10, OPTIN, y PINK1/PRKN. Sin embargo, aún queda 

por determinar si estos procesos se generan como un evento patogénico primario en el 

desarrollo de la EP o si el daño mitocondrial sucede como una consecuencia secundaria de 

la toxicidad inducida por LRRK2. 

 

1.7.2. Estrés Oxidativo (EO) y LRRK2 

El estrés oxidativo (EO), resultante de la acumulación intracelular excesiva de especies 

reactivas de oxígeno (de la sigla en inglés: Reactive Oxigen Species; ROS), especies 

reactivas de nitrógeno (de la sigla en inglés: Reactive Nitrogen Species; RNS) y otras 

especies de radicales libres contribuyen a la aparición y progresión de las enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (EP). La EO se define como el 

desbalance entre la excesiva producción de especies reactivas de oxígeno y la deficiente 

capacidad de los sistemas antioxidantes para detoxificar los metabolitos oxidantes formados 

y para reparar el daño generado en los compartimientos celulares. Las ROS incluyen 

radicales libres derivados de oxígeno, definidas como moléculas con uno o más electrones 

desapareados en su último nivel de valencia. Dentro de las principales ROS que se producen 

bajo condiciones de EO y daño celular se encuentran el anión radical superóxido (O2
.-), el 

radical Hidróxido (.OH), y el peróxido de Hidrogeno (H2O2).  

Una cantidad significativa de O2 consumida por la mitocondria es convertida a O2
.- durante 

el proceso de respiración celular que se realiza en la membrana interna de la mitocondria por 
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medio de los complejos de la cadena de transporte de electrones; en donde, el complejo I de 

la cadena respiratoria mitocondrial transporta  electrones de la NADH (nicotinamida 

adenosina dinucleótido) a la CoQ (coenzima Q) y luego en el complejo III la CoH2 

(coenzima Q reducida) dona dos electrones al citocromo C para continuar con el transporte 

y generación de ATP (adenosina trifosfato). Cuando ocurren errores en la mitocondria ya 

sea por mutaciones específicas en genes (v.gr. DJ1, PRKN, SNCA, LRRK2, PINK1) o por 

factores externos (v. gr. incremento de hierro, calcio, procesos inflamatorios o disminución 

de la actividad de enzimas antioxidantes como glutatión) se pueden producir moléculas 

desapareadas de oxígeno, que dan lugar a la formación de O2
.-. 

El O2
.- reacciona controlando la tasa de difusión del óxido nítrico (NO-) producido por NO- 

sintasas (NOS), llevando a la formación de una amplia diversidad de especies 

nitrosantes/nitrantes como el peroxinitrito (ONOO-), el cual también dismuta de una manera 

enzimática o no enzimática con la ayuda de la enzima superóxido dismutasa (SODs) a H2O2. 

Este puede ser utilizado por las mieloperoxidasas (MPO) para producir acido hipocloroso y 

otros oxidantes dañinos derivados del cloro. El hidrogeno, también puede ser reducido a .OH 

a través de la reacción de Fenton. Es claro entonces que la formación de las especies reactivas 

puede llevar a una reacción en cadena que se va amplificando hasta generar otras especies 

reactivas mucho más tóxicas(239, 240). Las ROS como el H2O2 están involucrados en 

eventos de señalización mediada por los residuos de tiol en proteínas que tienen el potencial 

para regular la transcripción bajo condiciones fisiológicas normales. Pero cuando hay 

procesos que conlleven a la generación de EO, las ROS generan productos tóxicos 

incluyendo malondialdehido en la peroxidación de lípidos (241), oxidación de proteínas 

(evidenciado por reticulación y fragmentación), así como la formación de grupos carbonilo 

y la oxidación del ADN/ ARN (242, 243). 

La disfunción mitocondrial ha sido implicada desde hace tiempo como un sello patológico 

clave en la EP. Dado que las mitocondrias son orgánulos altamente multifuncionales, su 

integridad es esencial para la función neuronal y la supervivencia (244). Sin embargo, aún 

falta por definir la jerarquía causal y el papel que juega el LRRK2 y el estrés oxidativo (EO) 

durante el desarrollo de la EP. Estudios recientes han sugerido que los altos niveles de ROS 

son generados por la disfunción mitocondrial  y constituyen una de las  principales 

características patológicas de la EP y que están relacionados con la proteína LRRK2, más 

aún, estudios in vitro en células HEK293 y SH-SY5Y, han encontrado que el LRRK2 en 

condiciones normales es más resistente a la muerte celular inducida por H2O2, mientras que 

iPSCs con la mutación G2019S exhiben mayor sensibilidad a la exposición del H2O2, junto 

con un aumento en los niveles de caspasa 3 y muerte celular (245).  

Se han propuesto varios mecanismos para controlar la vulnerabilidad neuronal 

dopaminérgica a las ROS asociadas a la neurotoxicidad de LRRK2. Uno de estos 

mecanismos, está relacionado con un aumento de interacciones dependientes de quinasa, 

entre la  LRRK2, y sus substratos DLP1 (236) y peroxiredoxina 3 (PRDX3)  (246).  Otros 

de los mecanismos de mayor vulnerabilidad a ROS están relacionados con la sobreexpresión 
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de mutaciones de pérdida de función del dominio quinasa en Caenorhabditis elegans (247) 

así como en otros  dominios diferentes al  de la quinasa. 

 

1.7.3.  Agregación de las proteínas α-sinucleína (SNCA) y la proteína tau (MAPT) 

asociada a microtúbulos en la EP 

Las variantes comunes en los genes SNCA y MAPT, que codifican para la α-sinucleína y la 

proteína tau respectivamente, han sido identificadas como los principales factores de riesgo 

de la EP idiopática(248). Estudios en tejido postmortem de cerebros de pacientes que 

presentaban mutaciones en el LRRK2 con la EP mostraron predominantemente patología de 

cuerpos de Lewy positivos para α-sinucleína, y algunos casos también presentaron ovillos 

neurofibrilares (ONF) positivos para la proteína tau. Los ONF exhibieron características 

similares a los que fueron identificados, como única neuropatología detectable en la entidad 

clínica de la Taupatía de parálisis supranuclear progresiva(249-252). Se desconoce si esta 

patología de agregación de proteínas contribuye a los procesos neurodegenerativos en estos 

casos de EP asociada a mutaciones en el gen de la LRRK2 o si representa una patología que 

ocurre de forma secundaria a la neurodegeneración.  

Con el objetivo de investigar la interacción patológica entre estas proteínas y el LRRK2, se 

han establecido modelos in vivo que sobre expresan simultáneamente el LRRK2 con la 

mutación G2019S y la α-sinucleína con la mutación A53T, en neuronas del cerebro anterior 

de ratones. Con estas aproximaciones experimentales, se logró demostrar que la 

sobreexpresión de la proteína LRRK2 con la mutación G2019S humana, aumentó 

significativamente la progresión de la neurodegeneración, y que esta fue inducida por la α-

sinucleína mutada A53T en su forma humana. Además, se observó que la expresión de 

LRRK2 G2019S por sí sola no provoca daño neuronal. Asimismo, se demostró que la 

eliminación de la proteína LRRK2 en estos ratones, protege contra el daño neuronal inducido 

por la α-sinucleína (253). Estos estudios sugieren que la proteína LRRK2 actúa en las vías 

neurodegenerativas causadas por la α-sinucleína y que las mutaciones del LRRK2 

potencializan la inducción de la agregación de la α-sinucleína (252). También sugieren, que 

la fosforilación de la proteína LRRK2 es necesaria para desencadenar todos los efectos 

neurotóxicos de la α-sinucleína mutante.  

De igual forma, ratas transgénicas que expresan la forma humana G2019S de la LRRK2 

presentaron una mayor neurodegeneración dopaminérgica inducida por la administración 

por transfección del AAV2-α-sinucleína, la cual puede ser rescatada de manera similar 

mediante la inhibición de la quinasa con el inhibidor PF-06447475. Mas aún, los roedores 

con supresión o eliminación de LRRK2 también mostraron neuroprotección contra la 

neurodegeneración dopaminérgica y la gliosis inducida por el lipopolisacárido (LPS), un 

potente inductor de la neuroinflamación(254, 255). Estas evidencias respaldan la hipótesis 

que el LRRK2 cumple un papel importante, como quinasa, en la agregación inducida por la 

α-sinucleína y la neurodegeneración en modelos de roedores y a su vez, que el uso de 



47 
 

inhibidores de la quinasa LRRK2 podría constituir una excelente medida preventiva contra 

la neurotoxicidad inducida por  la agregación de la α-sinucleína mutada en la enfermedad de 

Parkinson. 

Numerosos estudios in vitro, in vivo y en tejido postmortem de pacientes con variantes del 

LRRK2 evidenciaron una posible interacción entre la LRRK2 y la α-sinucleína, o la LRRK2 

y la tau, sin embargo, otros estudios no han encontrado una correlación entre estas dos 

proteínas; por ejemplo, análisis en tejido postmortem de pacientes con la mutación R1441G, 

no se detectaron inclusiones proteicas(212), a diferencia  de la investigación en el modelo in 

vitro de la línea de ratón transgénico BAC que expresaba LRRK2 R1441G humana, se 

identificaron niveles elevados de proteína tau fosforilada comparados con los controles. 

Estos hallazgos se podrían explicar  en la diferencia de los resultados en función de los 

modelos utilizados, en la poca información  de los mecanismos  comprensión de la biología 

de LRRK2 Y más Aún, en que todavía no se han establecido los mecanismos por los cuales 

la proteína LRRK2 induce, promueve o acelera la agregación y la neurodegeneración 

neuronal dopaminérgica en modelos nulos para el LRRK2 in vitro; ni si la α-sinucleína, o la 

proteína tau son esenciales para la neuropatología inducida por las interacciones con la 

proteína  LRRK2.Por lo anterior, el desarrollo de modelos junto con los estudios de i) los 

mecanismos de señalización del LRRK2, ii) de agregados proteicos, iii) disfunción 

mitocondrial, iv) neurodegeneración y v) muerte neuronal  son críticos para la comprensión  

de la neuropatología y el   desarrollo de diseños terapéuticos de la EP asociada a la proteína  

LRRK2 (256) . 

 

1.7.4. Apoptosis como mecanismo de Muerte celular en la EP 

En 1972, Kerr y sus colegas acuñaron el término "apoptosis" para describir un patrón 

específico de muerte celular. Este fenómeno se observó durante la eliminación de células en 

el desarrollo embrionario, el recambio normal de tejidos adultos sanos y la atrofia hormonal 

subsiguiente(257). La apoptosis se caracteriza por cambios morfológicos y bioquímicos una 

vez que se inicia el proceso. Los cambios morfológicos incluyen la reducción del tamaño 

celular, la condensación y el desplazamiento del núcleo hacia la periferia del citoplasma, la 

formación de bolsas en la membrana plasmática, la dilatación del retículo endoplasmático, 

la formación de vesículas de membrana, la compartimentalización, la condensación de la 

cromatina y la fragmentación del ADN. Estos cuerpos apoptóticos, que resultan de la 

descomposición de la membrana celular, son rápidamente eliminados por fagocitos o células 

vecinas (258). A nivel bioquímico y molecular, la apoptosis implica la degradación del 

ADN, la activación de caspasas y la externalización de la fosfatidilserina en la membrana 

celular (Fig. 13). La pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la liberación del 

citocromo C también son características de este proceso (259-261).  

La apoptosis puede ser inducida por vías moleculares intrínsecas y extrínsecas. La vía 

extrínseca involucra la interacción de ligandos externos con receptores de la membrana 

celular dando lugar al inicio de la muerte celular de manera independiente de la 



48 
 

permeabilidad mitocondrial, mientras que la vía intrínseca se desencadena por señales dentro 

de la célula que afectan la permeabilidad mitocondrial(262). La regulación de la 

permeabilidad mitocondrial implica proteínas pro y anti-apoptóticas de la familia Bcl-2. Las 

proteínas pro-apoptóticas, como Bax y Bak, inducen la apertura de poros en la membrana 

mitocondrial, liberando proteínas como el citocromo C. Este proceso culmina en la 

formación del apoptosoma y la activación de caspasas, conduciendo a la fragmentación del 

ADN y la muerte celular(263). 

La vía de apoptosis intrínseca es desencadenada por señales de estrés intracelular que 

resultan en una cascada de muerte dependiente o independiente de caspasas (236).  Las 

señales de estrés intracelular que activan la fase de inducción de la apoptosis intrínseca 

incluyen; daño ADN, estrés oxidativo y excitotoxicidad. Como se mencionó anteriormente, 

se ha encontrado que especies reactivas de oxígeno como el H2O2 puede desempeñar el papel 

de una molécula señalizadora en el proceso de muerte celular, a través de la oxidación de las 

tiorredoxinas que activan la cascada de señalización ASK1/JNK, que a su vez regula la 

inducción de las proteínas pro-apoptóticas Bcl-2. Esta fase de inducción entonces 

desencadena una respuesta dependiente o independiente de caspasas (237), mediadas por la 

unión entre las proteínas pro-apoptóticas de la familia Bcl-2, como Bak o Bax (238), y la 

proteína supresora de tumores p53 o proteínas anti-apoptóticas Bcl-2.  

Bak y Bax, junto con PUMA (Modulador de la apoptosis sobre regulado por p53, de inglés 

p53 upregulated modulator of apoptosis) inducen la formación de un poro en la membrana 

externa mitocondrial (239). Lo anterior permite la liberación de citocromo c oxidasa I (COX 

I) de la mitocondria. La proteína COXI, se une al factor de activación de proteasas 1(Apaf-

1) para formar un complejo multimérico llamado apoptosoma, el cual, durante la fase 

efectora, interactúa con la pro-caspasa 9 para producir caspasa 9 (240). La caspasa 9 activa 

corriente abajo caspasas efectoras como la caspasa 3, las cuales inician la fase de 

degradación de la apoptosis donde ocurre la destrucción de estructuras celulares, la 

condensación de la cromatina, fragmentación nuclear y la contracción celular (236). La 

apoptosis presenta ventajas sobre otros tipos de muerte celular, como la necrosis, ya que es 

un proceso regulado que conserva la integridad de la membrana celular. Las células 

apoptóticas expresan marcadores que facilitan su fagocitosis sin desencadenar una respuesta 

inflamatoria (264). 
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Figura 13. Eventos morfológicos y moleculares en la apoptosis. las características morfológicas y moleculares de las 

apoptosis descritas por Kerr, Wyllie y Currie, incluyen la condensación nuclear, permeabilización de la membrana externa 

mitocondrial (MOMP), la fragmentación celular, la formación de cuerpos apoptóticos y el engullimiento por células 

fagocíticas. Fuente: Nӧssing et al., 2023 (259).  

El primer reporte de la apoptosis como tipo de muerte neuronal predominante en el EP fue 

en el modelo in vitro con la neurotoxina MPP+ (por su sigla en inglés,1-methyl-

4phenylpyridinium, MPP+)(265). La apoptosis dependiente de caspasas intrínseca es una 

vía de muerte celular que se ha relacionado con la EP en humanos y en modelos celulares. 

Los estudios postmortem revelaron que las neuronas dopaminérgicas nigrales que expresan 

caspasa-3 son más propensas a sufrir muerte celular en la EP que las células que no expresan 

caspasa-3(266). Además, en comparación con los pacientes de control post mortem, los 

pacientes con EP tenían una mayor proporción de neuronas nigrales que contenían el 

regulador de poro de membrana externa mitocondrial, y gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH)  (267, 268). 

Además, estudios incluyendo algunos realizados en nuestro grupo, han evidenciado que 

diversas sustancias asociadas con la neurotoxicidad y el desarrollo de la enfermedad de 

Parkinson, como la dopamina, la serotonina, la 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT) y la 5,7-

dihidroxitriptamina (5,7-DHT), la 6-hidroxidopamina (6-OHDA), el paraquat y la rotenona, 

provocan la muerte de neuronas tanto in vitro como in vivo mediante el mecanismo de 

apoptosis.  Estudios en un modelo invertebrado de moscas expuesto al paraquat (PQ), 

presentan un deterioro neuronal dopaminérgico acelerado en las neuronas dopaminérgicos y 

que la disminución en la expresión de los genes de señalización de muerte como p53, JNK 

y caspasa-3 en neuronas DAérgicas, junto con la exposición a antioxidantes, retardaron el 

deterioro y la muerte neuronal(269), similar a lo observado en modelos in vitro de células 

humanas(235, 270). Este proceso de muerte celular neuronal es desencadenado por la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) como el O2•- y el H2O2, que a su vez 

inducen la activación de factores de transcripción como el factor nuclear kappa-B (NF-κB) 

y los factores p53/c-Jun N-terminal quinasa (JNK) y c-Jun. Estos eventos conducen a la 
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despolarización y apertura del poro mitocondrial, la formación del complejo del apoptosoma 

y la activación de la caspasa 3, que son marcadores bioquímicos reconocidos del proceso de 

apoptosis(32, 270).  

Se ha demostrado que la sobreexpresión de la proteína quinasa LRRK2 con la mutación 

R1441C, en la línea SH-SY5Y y en células precursoras neuronales murinas, conduce a una 

neurotoxicidad mediada por la vía apoptótica intrínseca. Esta vía, inicialmente induce la 

liberación de  citocromo c y posteriormente la activación de la caspasa 3 y muerte 

celular(271). Adicionalmente, se ha encontrado que el LRRK2 también  genera EO tanto en 

su estado silvestre (WT) como mutada (132, 272), y que esta generación de ROS, ocurre a 

través de la activación de la cinasa reguladora de la señal de apoptosis 1  (ASK-1) (273) vía 

MKK4-JNK(180), la fosforilación de p53(194), y el bloqueo de la peroxiredoxina 3 (Fig. 

14)(246). Por lo anterior y con el conocimiento que el EO juega un papel muy importante en 

los procesos apoptóticos, es razonable pensar que existe la necesidad prioritaria de buscar 

nuevas terapias antioxidantes que disminuyan el impacto del EO en la SNpc, para detener el 

avance de la muerte neuronal en los pacientes con EP. 

 

Figura 14. Vía molecular de la apoptosis intrínseca inducida por especies reactivas de oxígeno (ROS y la activación 

de la quinasa LRRK2. La interrupción de la cadena de transporte de electrones genera concomitantemente anión 

superóxido (O2˙) y peróxido de hidrógeno (H2O2, 1). Este último compuesto a través de la oxidación de tioxiredoxinas 

(TRDX) activa ASK-1 (2), y es capaz de oxidar directamente a DJ-1Cys106SH en DJ-1Cys106SO3e (3) y fosforila LRRK2 

a través de la activación de MEKK1 (4) /IKK (5). Una vez que la LRRK2 se fosforila en la Ser935 y 910 (6), la quinasa 

activa p-(S-935)-LRRK2 fosforila tres dianas principales: inactiva PRDX3 (7), impidiendo así la catálisis del H2O2; activa 

ASK-1 (2) y MKK4 (8), que activa el factor proapoptótico c-Jun a través de la vía MKK4/JNK. vía MKK4/JNK (9) y 

fosforíla a p53(10). El resultado es la generación adicional de H2O2 (1) y la regulación al alza de PUMA (11), que a su 

vez induce la despolarización de la membrana mitocondrial. del potencial de membrana mitocondrial, ΔΨm (12). La 
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pérdida del ΔΨm permite la liberación de proteínas proapoptógenas que dan lugar a la activación de la CASPASA-3 (13). 

Esta endoproteasa es responsable de la fragmentación del ADN mediante la activación enzimática del factor de 

fragmentación del ADN-45 (DFF45) y la subsiguiente activación de la actividad nucleasa del DFF40. Esta morfología de 

los núcleos constituye el sello típico de la apoptosis. Fuente: Autor.  

1.7.5. Autofagia en la EP 

La autofagia es un proceso celular esencial para la eliminación oportuna de proteínas mal 

plegadas, orgánulos disfuncionales y para prevenir la toxicidad subsiguiente a la muerte 

celular en las células eucariotas. Las proteínas innecesarias o mal plegadas y los orgánulos 

subcelulares dañados son engullidos por vesículas de doble membrana específicas de la 

autofagia, denominadas autofagosomas, que posteriormente, son entregados a los lisosomas 

para su descomposición. En casi todas las células, la autofagia se produce a un nivel basal, 

una vez ocurre la inhibición del complejo 1 de la proteína diana de la rapamicina, 

denominada mTORC1 (por sus siglas en inglés, Mammalian Target of Rapamicin 

mTORC1), que es un regulador clave de la autofagia para mantener la homeostasis celular. 

Tras varios tipos de estrés celular, como la privación de nutrientes, la ausencia del factor de 

crecimiento o la hipoxia, la inhibición de mTORC1 es suprimida y la autofagia se aumenta 

para satisfacer las elevadas demandas energéticas celulares. El proceso de autofagia consta 

de una serie de acontecimientos moleculares, cada uno de los cuales está gestionado por 

complejos específicos de autofagia cuya actividad está estrechamente regulada por 

moléculas de señalización. Se divide en 4 fases: 1) la iniciación, 2) la formación del 

autofagosoma, 3)la autofagia selectiva  y 4) la maduración del fagosoma (274) (Fig. 15). 

 

 
 
Figura 15. Fases de la autofagia. La autofagia es un proceso celular que se activa en respuesta al estrés. 1. Iniciación: 

Se inicia con la fosforilación de los complejos ULK1 y VPS34 por mTORC1 y AMPK. El complejo VPS34 genera PI3P 

en membranas, reclutando proteínas que facilitan la formación de omegasomas. 2. Autofagia selectiva y 3. Formación del 

autofagosoma: Estos se convierten en autofagosomas, donde las proteínas ATG convierten LC3 en LC3-II, y los receptores 

autofágicos llevan cargas al autofagomas. 4. Los autofagosomas maduros se transportan cerca de los lisosomas y forman 

autolisosomas. Las proteasas lisosomales degradan las cargas, mientras que PI(4,5)P2 ayuda a mantener la reserva de 

lisosomas libres en el citosol mediante la formación de proto-lisosomas. Fuente: Park et al., 2020 (264). 
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En la fase de iniciación, tras el estrés celular, las dos moléculas de señalización principales 

de la autofagia, mTORC1 y la proteína cinasa activada por AMP (AMPK), regulan 

negativamente la actividad de la autofagia fosforilando a la cinasa activadora de la autofagia 

1 Unc-51 (ULK1) en diferentes sitios; a su vez el mTORC1 inhibe el inicio de la autofagia 

fosforilando ULK1 en Ser757 (275); mientras que AMPK promueve el inicio de la autofagia 

fosforilando ULK1 en Ser317, Ser555 y Ser777(276). El complejo VPS34, secuencialmente 

activado, genera PI3P en membranas enriquecidas en lípidos, que reclutan proteínas de unión 

a PI3P como el retículo endoplásmico (RE), sitios de contacto RE-mitocondrias y sitios de 

contacto RE-membrana plasmática. Este complejo lípido-proteico facilita el ensamblaje de 

proteínas relacionadas con la autofagia (ATG), dando lugar a la formación de omegasomas. 

En la segunda fase, durante la formación de los autofagosomas a partir de los omegasomas, 

los sistemas de conjugación similares a la ubiquitina de las proteínas ATG (Atg12 y Atg8 ó 

LC3) convierten LC3 en LC3-II mediante la conjugación de fosfatidil-etanolamina (PE), 

proceso conocido como lipidación de LC3 (277). 

 

En la siguiente etapa los receptores autofágicos y las proteínas adaptadoras transportan 

cargas a los autofagosomas (278, 279), en un proceso de degradación selectiva. Se han 

identificado muchos tipos de receptores autofágicos que reconocen y reclutan cargas 

específicas al autofagosoma; por ejemplo, p62 para los agregados proteicos y la proteína 

nuclear FMR1 interactuante 1 (NUFIP1) para los ribosomas. Dependiendo de las moléculas 

diana, la autofagia selectiva se divide en agrefagia para agregados proteicos, mitofagia para 

mitocondrias, ER-fagia para el retículo endoplásmico ER, pexofagia para peroxisomas, 

xenofagia para patógenos, lipofagia para liposomas, lisofagia para lisosomas, proteafagia 

para proteasomas, ribofagia para ribosomas y granulofagia para gránulos (280). Los 

receptores autofágicos reconocen principalmente moléculas diana a través de sus cadenas 

conjugadas de poli-ubiquitina mediante un dominio específico, como el dominio asociado a 

ubiquitina (UBA) en p62 o NBR1 y el dominio de dedo de zinc (ZF) en la OPTN. Tras este 

reconocimiento, los receptores autofágicos transfieren las cargas a los autofagosomas 

uniéndose directamente a los ATG8s a través de la región de interacción con LC3 (LIR) o el 

motivo de interacción con GABARAP (GIM). Por último, en del proceso de maduración de 

los autofagosomas, estos son transportados cerca de los lisosomas por un complejo dineína-

dinactina, donde forman los autolisosoma a través del complejo SNARE. Tras la fusión, las 

proteasas lisosomales degradan las cargas, mientras tanto, PI(4,5)P2 construye sitios de 

formación de túbulos lisosomales, generando los proto-lisosomas necesarios para mantener 

la reserva de lisosomas libres en el citosol (274).  

 

Así mismo, la autofagia se ha clasificado en tres tipos principales de acuerdo con las 

diferentes vías utilizadas para el transporte de la carga al lisosoma (Fig 16). Estos tipos son 

la i) autofagia mediada por chaperonas (AMC). ii) la microautofagia y la iii) la 

macroautofagia.  En la AMC, las proteínas desplegadas se translocan directamente a través 

de la membrana del lisosoma por medio de Las proteínas chaperonas que facilitan este 
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proceso al unirse a los sustratos citosólicos y permitir su interacción con un receptor/canal 

en la membrana lisosomal (281). El segundo tipo, en la microautofagia, los materiales 

citoplasmáticos son captados directamente en la superficie del lisosoma mediante la 

invaginación de su membrana. Una vez que las vesículas que contienen los sustratos 

citosólicos se han formado, son desprendidas hacia el lumen lisosomal y degradadas 

rápidamente (282). En el tercer tipo, que corresponde a la macroautofagia, se forma un 

fagóforo de doble membrana que se expande y rodea partes del citoplasma, creando una 

vesícula llamada autofagosoma. Una vez formado, el autofagosoma se dirige completo al 

lisosoma, (275), en donde se fusiona con la membrana lisosomal, lo que permite que las 

hidrolasas accedan a la membrana interna del autofagosoma y a su carga, que se degrada y 

recicla. A diferencia del sistema proteasoma-ubiquitina 26S, la macroautofagia puede 

degradar de manera no selectiva y masiva contenidos citoplasmáticos, incluyendo orgánulos 

completos como las mitocondrias proceso llamada mitofágia (279, 283) (Fig 16).  

 

 
 

Figura  16. Representación esquemática de los genes relacionados con la EP asociados con macroautofagia, autofagia 

mediada por chaperonas (AMC) y mitofagia. Un gran grupo de genes asociados con la EP familiar y esporádica está 

fuertemente vinculado con la macroautofagia, la autofagia mediada por chaperonas, la mitofagia y la función lisosomal 

corriente abajo. La macroautofagia, la principal ruta de degradación celular se inicia a partir de una membrana aislada 

(fagoforo), formando el autofagosoma de doble membrana para secuestrar el material citosólico. La posterior fusión de los 

autofagosomas con los lisosomas forma el autolisosoma para la degradación de su contenido mediada por la hidrolasa. En 

la autofagia mediada por chaperonas, la proteína chaperona citosólica HSC70 dirige y transloca las proteínas desplegadas 

directamente a los lisosomas mediante su unión al receptor lisosomal LAMP2A. En comparación con la macroautofagia 

no selectiva/en masa, la mitofagia selectiva etiqueta sólo las mitocondrias dañadas para su degradación autofágica posterior. 

Tomado de Hou et al., 2020 (284).  

Adicionalmente, se ha demostrado que, procesos moleculares como la agregación anormal 

de proteínas, el mal funcionamiento de las vías de degradación (autofagia) y las disfunciones 
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de los lisosomas, contribuyen a la patogénesis de la enfermedad de Parkinson en etapas 

tempranas. Más aún varios estudios indican que las inclusiones patológicas de α-sinucleína 

denominadas cuerpos de Lewy en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra 

presentadas en la EP, son una consecuencia de la degradación autofágica-lisosomal anormal 

(285-289). De hecho, se ha demostrado, que las inclusiones de α-sinucleína a su vez 

perjudican la vía autofágica en varios pasos; en la reducción de la formación de omegasomas 

y daño del transporte retrógrado de los autofagosomas, pero no la fusión autofagosoma-

lisosoma. Asimismo, estudios muestran que la α-sinucleína interrumpe la actividad de la 

aspartil proteasa lisosomal catepsina D (CTSD) y el proceso de degradación autofágica 

(290). 

 

A su vez, también se ha encontrado que la α-sinucleína afecta las funciones mitocondriales 

(219-223). Las neuronas dopaminérgicas son metabólicamente muy activas con una alta 

demanda de energía mitocondrial y, por lo tanto, son especialmente vulnerables a una 

eliminación insuficiente de mitocondrias dañadas (224, 225). La acumulación de 

mitocondrias defectuosas da lugar a un aumento de los niveles de ROS que pueden dañar las 

mitocondrias sanas circundantes y acelerar aún más la progresión de la enfermedad en un 

círculo vicioso (226, 227) y, por ende, generar vulnerabilidad neuronal lo cual acelera aún 

más la progresión y severidad de la enfermedad (291). 

 

Por otro lado, el gen PARK2 ó PRKN, que codifica para parkina, enzima ubiquitina E3 ligasa, 

que cumple la función de eliminar las mitocondrias dañadas, reclutándolas y promoviendo 

su degradación autofágica (292). En estado estacionario, la parkina se encuentra ubicada en 

el citosol. Sin embargo, estudios de microscopía muestran que Parkina en presencia de 

fragmentos de mitocondrias, es reclutada selectivamente, lo que sugiere un papel de la 

Parkina en la distinción entre mitocondrias sanas y dañadas. También estos estudios, 

mostraron que estos fragmentos mitocondriales marcados con Parkina eran positivos para 

proteína LC3, lo que demuestra que la eliminación de las mitocondrias alteradas se realiza a 

través de la autofagia. Así mismo, la proteína p62 une proteínas ubiquitinadas a la LC3 para 

su degradación autofágica(293). Debido a que la proteína p62 se acumula cuando se bloquea 

la autofagia y se pierde el potencial de membrana mitocondrial de forma dependiente de 

Parkina, se utiliza ampliamente como marcador de autofagia (294).  

Además de los genes PRKN y SNCA, el gen de LRRK2 también se ha asociado a la autofagia 

y la dinámica mitocondrial (Fig. 16). La reducción de LRRK2 resulta en el deterioro de la 

autofagia y la acumulación de las proteínas marcadoras de autofagia LC3 y p62(295, 296).  

Recientemente, se ha relacionado a la LRRK2 con la regulación de la función lisosomal a 

través de su actividad quinasa por las GTPasas RAB (viene de la sigla del inglés Ras-

associated binding proteins) (297). La inhibición farmacológica de la quinasa LRRK2 redujo 

la localización de α-sinucleína en compartimentos RAB35-positivos y podría facilitar la 

eliminación de α-sinucleína a través de un mayor tráfico al lisosoma (298). Más 
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recientemente, se ha demostrado que LRRK2 regula la mitofagia dependiente de PINK1-

PRKN a través de su sustrato RAB10, que se une al receptor de optineurina (OPTN) y 

promueve su acumulación en mitocondrias despolarizadas (238). Este fenómeno condujo, 

en células de pacientes con mutaciones en el LRRK2, al aumento de la fosforilación de 

RAB10 con la alteración de la mitofagia, la cual fue restablecida por la inhibición de la 

actividad quinasa y la reducción de la expresión de la quinasa LRRK2 por la inducción del 

knockdown de la proteína (238). 

Interesantemente en modelos in vitro e in vivo que sobreexpresan LRRK2 con la mutación 

G2019S, con ganancia de función en su actividad quinasa;  mostraron niveles elevados de 

LC3B lipidado(299), y de vacuolas autofágicas tanto en las neuritas neuronales como en el 

soma(300). Resultados similares se observaron en fibroblastos mutantes del LRRK2 con la 

variante G2019S, que aumentaron la autofagia basal y muerte celular por apoptosis (301). 

Más aún, se evidenció que la sobreexpresión de la mutación LRRK2 R1441C in vitro, 

aumentó los niveles del receptor autofágico p62/SQSTM1 (295). En conjunto, los 

experimentos anteriores indican los efectos deletéreos de las mutaciones de ganancia de 

función del LRRK2 en la autofagia a través de diferentes mecanismos (295). 

De igual forma que la α-sinucleína, la LRRK2 de tipo salvaje puede ser degradada 

selectivamente por la AMC. Este mecanismo de degradación ocurre gracias a que uno de los 

ocho motivos putativos de la proteína LRRK2, se une a la proteína chaperona HSC70, e 

induce la AMC (302). Esta vía de degradación se ve bloqueada por la presencia de 

mutaciones patogénicas de LRRK2. El mecanismo de bloqueo consiste en que el LRRK2 

G2019S y R1441G mutado, bloquea la formación del complejo de translocación de la AMC 

en la membrana lisosomal induciendo la acumulación de las proteínas LAMP2A y HSC70. 

Este evento molecular fue demostrado en cultivos neuronales, en ratones transgénicos 

LRRK2, en neuronas dopaminérgicas humanas derivadas de iPSCs y en autopsias de cerebro 

de pacientes con EP con mutaciones en LRRK2(302, 303). Además, como resultado del 

bloqueo de AMC inducido por LRRK2, la degradación de α-sinucleína es inhibida, de 

manera que la acumulación de α-sinucleína oligomérica pudo ser detectada en el estriado y 

corteza de ratones Knockin del LRRK2 con la mutación R1441G envejecidos comparados 

con controles de tipo salvaje pareados por edad(303).También se demostró que el LRRK2 

con la mutación G2019S, se une directamente al factor de fisión DRP1 y lo fosforila en la 

treonina 595, induciendo   fragmentación mitocondrial y mitofagia excesiva mediada por 

DRP1, en fibroblastos provenientes de pacientes con EP que portan la mutación(237). 

En conclusión, numerosos estudios indican que varios genes implicados en la EP (v.gr. 

SNCA, LRRK2, PINK1 y PRKN) están asociados a la vía autofagia-lisosomal. Mas aún, 

mutaciones en algunos de estos genes conllevan a la codificación de proteínas que forman 

agregados proteínicos intracelulares que pueden alterar varios pasos de la autofagia. En este 

contexto, se hace necesario el diseño de enfoques experimentales selectivos dirigidos a 
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estudiar etapas específicas de la autofagia con el fin de comprender las funciones de la 

autofagia y la interacción de los genes implicados en la neuropatología de la EP. 

 

1.8. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 

 

1.8.1. Convencional 

A pesar de los notables avances en la comprensión de las causas genéticas y biológicas de la 

enfermedad de Parkinson en las últimas décadas, las alternativas terapéuticas siguen siendo 

limitadas y se han enfocado principalmente en la reposición de dopamina, la reducción de la 

sintomatología y algunas terapias médicas y quirúrgicas para el manejo sintomático de los 

signos motores y no motores a lo largo del curso de la enfermedad (304). 

De este modo, aunque los medicamentos dopaminérgicos siguen siendo fundamentales para 

el manejo sintomático de los síntomas motores, como temblores y rigidez, conllevan efectos 

adversos no deseados, lo cual genera una necesidad persistente en la clínica por desarrollar 

nuevas opciones terapéuticas que modifiquen la enfermedad, mejoren los síntomas 

resistentes a los fármacos convencionales y aborden los trastornos cognitivos, del estado de 

ánimo y del control de los impulsos relacionados con déficits de dopamina fuera de los 

ganglios basales o en sistemas serotoninérgicos y noradrenérgicos (305). 

1.8.1.1. L-dopa (Levodopa) 

La pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta conduce a la 

disminución de la dopamina estriatal como mecanismo central subyacente a las 

características cardinales motoras de la EP. De esta manera, la sustitución de la pérdida de 

dopamina estriatal por la administración sistémica del aminoácido precursor de la dopamina 

L-dopa representó un avance revolucionario en el tratamiento de la EP hace más de 50 años; 

dado que puede atravesar la barrera hematoencefálica (BHE) y convertirse en dopamina 

tanto en el SNC como en la periferia (255). 

 

A pesar de que la L-dopa se mantiene como el tratamiento estándar para la EP, con el tiempo 

su uso conlleva a la evolución de complicaciones motoras, incluyendo respuestas motoras 

oscilatorias y disquinesias inducidas. Se ha encontrado que la causa clave es la liberación 

discontinua de la droga debido a la corta vida media de la L-dopa, a la variabilidad de la 

absorción gastrointestinal y el transporte de la barrera hematoencefálica. La levodopa se 

absorbe en el intestino delgado y es catabolizada rápidamente por la L-aminoácido aromático 

decarboxilasa (AADC) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT). Dado que la AADC y la 

COMT gástricas degradan la levodopa, el fármaco se administra con inhibidores de la AADC 

(carbidopa o benserazida), y de la COMT (Entacapona, Opicapona, Tolcapona), para 

prevenir este metabolismo periférico de la dopamina, potenciar su biodisponibilidad y 

permitir que una mayor cantidad de levodopa atraviese la BHE, generando un beneficio 

particular para pacientes que desarrollan fluctuaciones motoras(306).  
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Si bien es cierto que se desconoce el lugar exacto de la descarboxilación de la levodopa 

exógena a dopamina en el cerebro, la mayor parte de la AADC estriatal se localiza en las 

terminales nerviosas dopaminérgicas nigroestriatales. La dopamina recién sintetizada se 

almacena en los terminales y luego se libera en el espacio intraneuronal, como en el espacio 

intersináptico, en donde es regulada por la monoamina oxidasa tipo B (MAO-B). Esta 

enzima, por medio de la oxidación convierte a la dopamina en su correspondiente ácido 

carboxílico a través de un intermediario aldehído que disminuye su disponibilidad en las 

terminales nerviosas, donde luego es recaptada a través del transportador de dopamina por 

la neurona presináptica (307).  La inhibición de la MAO-B entonces prolonga e incrementa 

las concentraciones de dopamina intracelularmente y en el espacio intersináptico. Por último, 

la dopamina liberada estimula los receptores dopaminérgicos postsinápticos compensando 

la disminución de dopamina endógena (308), de ahí la acción anti parkinsoniana de la 

levodopa.  

 

1.8.1.2. Agonistas de la dopamina 

Debido a los efectos secundarios de la administración a largo plazo con levodopa, los 

agonistas dopaminérgicos se desarrollaron originalmente como terapia coadyuvante a este 

tratamiento.  En la actualidad se recomienda iniciar el tratamiento con agonistas 

dopaminérgicos en monoterapia en pacientes jóvenes para posponer la terapia con levodopa 

y el posterior desarrollo de efectos secundarios extrapiramidales (309, 310). Los agonistas 

dopaminérgicos son fármacos que estimulan directamente los receptores de dopamina (en 

particular el subtipo D-2), evitando así la necesidad de conversión metabólica. Estos 

fármacos ejercen potentes efectos contra los signos y síntomas de la EP.  

 

Las investigaciones han demostrado que los receptores dopaminérgicos D1 y D2 participan 

principalmente en el control del movimiento voluntario, la recompensa y el comportamiento 

adictivo, y el aprendizaje y la memoria (311). Los agonistas dopaminérgicos se clasifican de 

acuerdo a la presencia de estructuras químicas heterocíclicas, características de las 

ergotaminas una familia de alcaloides presentes en algunos hongos (Cornezuelo del centeno) 

por lo cual pueden llamarse ergóticos y no ergóticos (312). Los derivados ergóticos más 

antiguos son la bromocriptina, la cabergolina, la lisurida y la pergolida. Hoy en día se utilizan 

raramente en la EP, debido al riesgo de fibrosis valvular y pulmonar. La mayoría de los 

agonistas dopaminérgicos utilizados en la EP son agonistas de los receptores dopaminérgicos 

D2 (312). 

 

1.8.2.  Inhibidores de la quinasa LRRK2 

 

La quinasa LRRK2 se ha postulado como una diana terapéutica para la EP. De hecho, los 

hallazgos de la hiperactivación de LRRK2 en mutantes de la enfermedad, han demostrado 

que los efectos deletéreos de los mutantes de LRRK2 en modelos preclínicos, pueden ser 

bloqueados inhibiendo la expresión y la actividad quinasa de la proteína LRRK2. Estas 
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observaciones proporcionaron una validación inicial de que la LRRK2 constituye un blanco 

terapéutico promisorio para los pacientes portadores de mutaciones en el LRRK2 y los 

pacientes con la EP esporádica (255, 313), lo que la convierte en una estrategia de 

tratamiento muy atractiva (314).  

 

Los esfuerzos científicos se han centrado en el desarrollo de moléculas pequeñas, potentes, 

y selectivas con capacidad de inhibir la actividad de la quinasa de la proteína LRRK2. De 

igual forma, se han diseñado oligonucleótidos anti-sentido para reducir los niveles de 

LRRK2 (158). Estos avances científicos, son muy alentadores en la búsqueda de terapias 

modificadoras de la EP. Sin embargo, la validación de la LRRK2 como diana terapéutica de 

la EP aún no se ha establecido. Una de las posibles dificultades de este proceso de validación, 

es seleccionar un inhibidor del LRRK2 específico y selectivo para ser evaluado en los 

pacientes, que no presenten efectos secundarios y que conduzcan a resultados clínicos 

concluyentes. En este contexto, la estrategia usada para el diseño de las moléculas 

inhibidoras de la LRRK2, es el modelamiento de las interacciones con moléculas de 

referencia utilizando el docking molecular. A partir de este enfoque, se han desarrollado 

varios modelos del dominio quinasa de LRRK2 (315, 316). 

 

 

Tabla 3. Características de algunos de los inhibidores de la quinasa LRRK2 disponibles 

comercialmente, tomado de Wojewska et al., 2021 (317) 

 
 LRRK2 IC50 (nM)   

Nombre del 

compuesto 
Estructura química WT G2019S Permeabilidad Referencia 

 MLi-2  

0.8 0.76 Si (318, 319) 

 PF-06447475  

3 11 Si (320) 

PF-06685360 

  

2.3 n.d. Si (321) 

GNE-0877 

  

3 
n.d. 

 
Si (322) 
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GNE-7915 

  
9 n.d. Si (323) 

 GSK2578215A  

10.9 8.9 Si (324) 

HG-10-102-1 

 
20.3 3.2 Si (325) 

LRRK2-IN-1 

  

13.0 6.0 Si (326) 

 

Para el diseño de inhibidores de novo (327) se ha utilizado tamizajes de nuevos inhibidores, 

de los cuales sólo dos de las moléculas identificadas, la GNE-7915 y el PF-06447475  han 

avanzado hasta su uso experimental (328, 329)(Fig.17), proporcionando información 

importante sobre los residuos de aminoácidos en LRRK2 que son cruciales para su inhibición 

selectiva (Fig.17). Otra de las estrategias para el desarrollo de inhibidores de LRRK2, es el 

diseño de sustitutos estructurales (empleando quimeras moleculares de la quinasa LRRK2 

soluble con las propiedades del bolsillo de unión a ATP como andamiaje). Estos sustitutos 

estructurales de la LRRK2 se obtuvieron de varias de las estructuras identificadas con 

inhibidores específicos de la proteína LRRK2 que se pegaron al bolsillo de unión al ATP; lo 

que demuestra la eficacia del uso de los sustitutos estructurales  para el diseño computacional 

de inhibidores mejorados de la quinasa LRRK2 (320, 330). 

 

A pesar de la gran selectividad de los compuestos diseñados de inhibidores de la LRRK2 

de mayor de 25 y >300 veces, superior en la mutante G2019S que en la LRRK2 silvestre 

(WT), se han realizado pocos estudios en modelos preclínicos (315, 331). 
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Figura  17. Alineación de residuos claves en el sitio de unión al ATP de las quinasas LRRK2 y MST por el inhibidor 

PF-06447475. La anotación de los residuos del sitio de unión del inhibidor PF-06447475   se basó en las estructuras 

cristalina de rayos X de los modelos homológos de LRRK2 utilizando como plantilla la quinasa MST3, código PDB 4U8Z. 

Tomado de Henderson et al., 2015 (310). 

1.8.3. Terapia Celular 

 

Debido a que actualmente, no existe un tratamiento curativo o capaz de revertir o detener la 

degeneración y muerte de las neuronas dopaminérgicas en la EP, la terapia celular se ha 

sugerido como un nuevo prospecto terapéutico para el tratamiento de la EP. Esta terapia 

consiste en el uso de células madre adultas con potencial directo de diferenciación o de 

transdiferenciación neuronal(332).  

Como terapias celulares, se han sugerido las células madre de tejidos adultos (Médula ósea), 

neonatales (Gelatina de Wharton del cordón umbilical y epitelio amniótico) y las células 

pluripotentes inducidas (iPSCs) derivadas de tejidos adultos (Biopsias de piel) por sus 

características hipoinmunogénicas, fácil adquisición, poco invasivas en su obtención y 

porque su uso no representa dificultades de tipo bioético(333). Estudios recientes han 

demostrado que las iPSCs sobreviven al injerto en modelos in vivo, al inervar las regiones 

del cerebro en donde se realizó el trasplante y además apoyan la recuperación funcional de 

los déficits inducidos por lesión(334, 335). La investigación actual se centra en la alta 

producción de Células mesenquimales estromales (CME) y de vesículas extracelulares de 

las CME que garanticen la seguridad y satisfagan las crecientes demandas regulatorias 

establecidas por la Sociedad Internacional para la Investigación de Células Madre, ISSCR 

que se aplican a los productos biológicos para su uso en ensayos clínicos  (336) . Más aun, 

algunos ensayos clínicos de trasplante de células madre de tejidos adultos y células 
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pluripotentes inducidas (iPSCs) en la EP ya se encuentran en fases de ensayos clínicos 

tempranos 1, 2 y 3 (335). 

 

1.8.4. Tratamientos Alternativos  

1.8.4.1. Productos naturales (Compuestos polifenólicos bioactivos de origen natural) 
 

La L-dopa en combinación con los agonistas de los receptores dopaminérgicos son las 

terapias más populares y efectivas para los pacientes con EP. Estos dos fármacos disminuyen 

su efecto clínico y eficacia después de un tratamiento prolongado debido a la neurotoxicidad 

generada por la L-dopa presentándose en los pacientes complicaciones motoras y efectos 

secundarios a largo plazo (337). Con el objetivo de reducir la neurotoxicidad inducida por el 

L-dopa, se ha propuesto la utilización de antioxidantes de origen natural o sintético en 

combinación con la terapia con L-dopa que pueda disminuir los efectos secundarios y 

proporcionar alivio sintomático(338, 339). 

 

Por definición, un antioxidante es una sustancia capaz de prevenir, retardar o eliminar el 

proceso de oxidación (pérdida de electrones) en macromoléculas celulares como lípidos, 

proteínas y ácidos nucleicos(340). Los antioxidantes pueden ser enzimas como la superóxido 

dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa y glutatión-S-transferasa, o 

moléculas no enzimáticas, como la melatonina, los carotenoides, la vitamina E y algunos 

microelementos. Estas sustancias trabajan juntas para proteger a las células y al organismo 

contra los daños causados por los ROS y radicales libres (RLs) mediante numerosos 

mecanismos que incluyen los sistemas catalíticos para neutralizar, desviar o eliminar las 

ROS y los RLs. También, pueden ejercer su función  i) uniéndose a los iones metálicos, ii) 

evitando la reacción de Haber-Weiss, que consiste en la generación de  radicales hidroxilo 

(•OH) a partir de H2O2 (peróxido de hidrógeno) y superóxido (O2•-), previniendo la 

generación de estas ROs y  RLs  (341). 

 

Es importante resaltar que estudios postmortem en tejidos de pacientes con la EP se han 

hallado niveles reducidos de glutatión, a nivel de la substantia nigra parte compacta (SNc), 

en comparación con otras regiones del sistema nervioso central (SNC). Esto se debe a que, 

en las primeras etapas de la enfermedad, la dopamina (DA) extra vesicular y sus productos 

de degradación actúan como agentes oxidantes del glutatión reducido (GSH), convirtiéndolo 

en la forma oxidada, llamada disulfuro de glutatión (GSSG). Este metabolismo de la 

dopamina provoca una disminución del GSH y un aumento de la forma oxidada GSSG que 

se da a medida que aumenta el recambio de DA. Como resultado de este fenómeno 

metabólico, se incrementa la producción de ROS, que genera EO al presentarse un 

desbalance entre ROS y los sistemas antioxidantes bajos como la (GSH-GPx), la SOD y 

catalasa a favor de los primeros, dando inicio al proceso de neurodegeneración y muerte 

celular por apoptosis (342, 343). 

 

Durante las dos últimas décadas el uso de moléculas activas con potencial antioxidante, de 

origen natural o sintéticos han sido validados, en modelos in vitro e in vivo de la EP. Dentro 
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de las moléculas empleadas para evaluar esta actividad biológica tenemos el 17-beta-

estradiol (344), N-acetil-cisteína, Vitamina E (345), los cannabinoides como CP55940, 

JWH-015(346, 347), canabidiol (348);  moléculas   sintéticas como la melatonina (349, 350), 

y la minociclina (351, 352); y moléculas antioxidantes naturales como los polifenoles (353).  

 

Todos estos hallazgos con moléculas antioxidantes han mostrado resultados concluyentes 

como la dramática reducción de las ROS y de proteínas pro-apoptóticas, restauración del 

potencial de la membrana mitocondrial y reducción de la muerte celular (354, 355). De 

hecho, durante los últimos años, los extractos vegetales y fitoquímicos han ganado gran 

importancia como compuestos neuroprotectores en las enfermedades neurodegenerativas, 

especialmente en la EP; gracias a su potencial actividad antioxidante, capacidad de activar 

sistemas antioxidantes, y a su acción antiinflamatoria que en conjunto logran reducir las vías 

de muerte celular (354, 356-358). Interesantemente, estos antioxidantes naturales pueden ser 

aislados de diferentes partes de las plantas, como las flores, las semillas, las hojas, las raíces, 

la corteza y sus extractos contienen compuestos polifenólicos o polihidroxifenólicos que 

pueden retardar la oxidación de los lípidos (359). 

 

Los polihidroxifenoles (PHF) o polifenoles son moléculas o metabolitos secundarios de las 

plantas, producidos como una respuesta protectora contra situaciones de estrés como la 

radiación ultravioleta, la invasión de patógenos o el daño mecánico o físico. Estas moléculas 

poseen una gran capacidad antioxidante que depende de su estructura química y se 

encuentran principalmente en frutas, verduras, cereales y bebidas como el té verde y el vino 

(360). Los PHF se caracterizan por la presencia de un grupo fenol o más por molécula (de 

donde proviene su denominación de polifenol) o por más de un grupo hidroxilo presente en 

su grupo fenol (de donde proviene su denominación de polihidroxifenol que ha sido una de 

las aceptada por la comunidad científica). Los PHF provienen de un origen común que son 

los aminoácidos fenilalanina o tirosina. Durante la biosíntesis de los PHF,  las plantas 

producen una gran variedad de compuestos que pueden clasificarse como: i) taninos 

hidrolizables (ésteres de ácido gálico de glucosa y otros azúcares); y ii) fenilpropanoides, 

como la lignina y los flavonoides principalmente (361). 

 

A su vez, la gran familia de flavonoides (Fig.18) incluye: (i) flavonoles (v.gr. kaempferol, 

quercetina), presentes en vegetales comunes como cebollas (Allium cepa L.), puerros 

(Allium porrum L.) y brócoli (Brassica oleracea var. Italica); (ii) isoflavonas (v.gr. daidzeína, 

genisteína); (iii) flavanonas que se encuentran en el género de los cítricos, hierba santa, 

tomates y propóleos; (iv) flavanoles o también llamados flavan-3-oles (v.gr. catequina y su 

isómero epicatequina, así como sus derivados tales como epigalocatequina (EGC), y la 

epigalocatequina galato (EGCG)), presente principalmente en el té verde; (v) antocianidinas 

(v.gr. cianidina, malvidina, pelargonidina), presentes en el vino tinto (362, 363). Otros de 

los PHF que se han estudiado son el resveratrol, presente en uvas, arándanos, frambuesas y 

vino tinto; la curcumina presente en la raíz en polvo de Curcuma longa, y los alcoholes 

fenólicos hidroxitirosol y tirosol, encontrados en el aceite de oliva (364-366). 
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Figura  18. Clasificación básica de los polifenoles más comunes. Tomado de Wang et al., 2022 (367). 

Estudios farmacocinéticos en modelos in vivo de los PHF naturales han demostrado que su 

papel farmacológico depende principalmente de su biodisponibilidad que difiere en gran 

medida de un compuesto a otro, debido a las diferencias en su estructura química. Una vez 

absorbidos, los compuestos polihidroxifenolicos se liberan de los enterocitos a la linfa y 

posteriormente a la sangre, y se someten a biotransformación sustancial a través de 

reacciones tales como metilación, sulfatación, glucuronidación y conjugación de tiol que se 

producen principalmente en el hígado (368). Estas reacciones generalmente modifican las 

propiedades químicas de los metabolitos de los PHF, lo que resulta en actividades biológicas 

nuevas (369) como la capacidad de disminuir el EO y la inflamación, lo cual los ha 

convertido en una importante alternativa terapéutica en la EP.  

 

Adicionalmente, se ha reportado que los PHF inhiben la formación de agregados mal 

plegados de α-sinucleína y reducen el EO inducido por la disfunción mitocondrial. De igual 

forma, los PHF son capaces de regular los genes del ciclo celular, así como las vías de 

señalización de la supervivencia celular mediada por la activación de las quinasas de señal 

extracelular (ERK), las cuales a su vez activan la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) (proteína 

quinasa dependiente de quinasas mitogénicas (MAPK)/ Akt, (proteína quinasa serina / 

treonina (AKT) que inhibe al factor de transcripción nuclear factor K-B (NF-κB) en la via 

de señalización de muerte (370). 

 

Con el conocimiento que los antioxidantes sintéticos o naturales pueden contrarrestar los 

efectos nocivos del EO, es razonable pensar que la búsqueda de compuestos con potencial 

antioxidante capaces de prevenir la generación y acumulación de ROS constituye un 

promisorio tratamiento alternativo en la EP. De hecho, estudios clínicos han reportado 

efectos neuroprotectores de los PHF en patologías neurodegenerativas y neurológicas, al 
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disminuir la neuroinflamación, aumentar la memoria, el aprendizaje y las funciones 

cognitivas (354, 371-374). 

 

Interesantemente, también se ha demostrado que en modelos in vitro e vivo de la EP 

sometidos neurotoxina 6-hidroxidopamina (6OHDA), los PHF como el ácido gálico (AG), 

el ácido ferúlico, el ácido cafeico, el ácido cumárico, el propil galato (PG), la epicatequina 

(EC), la epigalocatequina (EGC), la epigalocatequina 3-galato (EGCG) libre y encapsulada 

(375-377), en conjunto con la sobre expresión de la Parkina (378) y la Minociclina (MC) 

(351) presentan una alta actividad neuroprotectora (379, 380). 

 

1.8.4.2. Extracto de aguacate Persea americana 

 

El aguacate o palta (viene del náhuatl ahuácatl = ‘testículo de árbol’’ o del quechua que 

significa cura) es el nombre popular de una fruta tropical, de la especie conocida como 

Persea americana Mill (Persea americana en The Plant List, vers. 1.1, 2012-2013). Esta 

planta es una especie de arbóreas del género Persea perteneciente a la familia Lauraceae 

(381). Se originó en la región de Mesoamérica, en la zona montañosa situada al occidente 

de México y Guatemala y fue domesticada por los pueblos indígenas de esa zona hace unos 

7000 años. Su distribución natural va desde México hasta Perú, pasando por Centroamérica, 

Colombia, Venezuela y Ecuador (382). Actualmente, el fruto de aguacate es ampliamente 

cultivado y consumido en el mundo (FAO, 2012, (383), por sus características 

organolépticas apetecidas para el consumo humano (v.gr. sabor, color y olor), y por la gran 

cantidad de nutrientes, sodio, grasas, bajo contenido de azùcares, y antioxidantes.  

 

Colombia es el tercer productor de aguacate en el mundo, las variedades comunes de uso en 

el comercio incluyen Hass, Fuerte, Reed y Colinred, entre otras. En la actualidad, la pulpa 

del aguacate ha sido utilizada principalmente para el consumo humano como complemento 

alimenticio en la dieta, generando una gran cantidad subproductos de descarte y desecho 

como la cáscara o exocarpio, el endocarpio o cubierta de la semilla y las semillas. La 

caracterización fitoquímica de los componentes de estos subproductos ha demostrado la 

presencia diferentes clases de compuestos que se dividen en: (i) alcanoles (también 

denominados "acetogeninas alifáticas"); (ii) glucósidos terpenoides; (iii) derivados que 

contienen anillos de furano; (iv) flavonoides (polifenoles); y (v) cumarinas (384-387).  

Particularmente, se encontró en las semillas de aguacate y la cáscara o exocarpio, altas 

cantidades de polifenoles (388). De hecho, la semilla y la cáscara proporcionan numerosos 

metabolitos secundarios que incluyen alcanos, glicósidos terpenoides, que contienen 

derivados del anillo de furano y flavonoides (389, 390). Estos hallazgos han atraído la 

atención de la investigación farmacéutica y médica.  

 

Chai y colaboradores, realizaron investigaciones complementarias sobre la composición 

fitoquímica de los productos naturales presentes en el fruto del aguacate, demostrando que 

las proantocianidinas eran componentes de los extractos y que tenían la capacidad de inhibir 

la tirosinasa a través de la quelación del cobre, un metal presente en el centro catalítico de la 
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enzima. Estos descubrimientos desempeñaron un papel importante en la selección y diseño 

de inhibidores potenciales de la tirosinasa a gran escala (391). Así mismo, estudios 

realizados del perfil fenólico del aguacate han demostrado la presencia de moléculas 

bioactivas con actividades enzimáticas, antimicrobianas y antioxidantes en cáscaras y 

semillas de las variedades Hass y Fuerte (386, 392-394), sin embargo, la información es 

todavía escasa en la comunidad de los cultivares de aguacate y en la comunidad científica 

de Colombia. En 2019 Ortega-Arellano y colaboradores evaluó la capacidad antioxidante de 

los extractos metanólicos del exocarpio, endocarpio y semilla en las diferentes variedades 

de aguacate presentes en Colombia (Hass, Fuerte, reed y Colinred) donde se evidenció una 

alta capacidad antioxidante en el exocarpio de la variedad Colinred con respecto a las otras 

variedades (Tabla 4).  

 
Tabla 4.  Capacidad antioxidante (ORAC, ABTS, FRAP) del extracto metanólico del exocarpio, 

endocarpio y semilla de las variedades de aguacate hass, fuerte, reed y colinred (Tomado de Ortega-

Arrellano et al., 2019) (395)  

 

Parte del 

fruto 

 Variedad ORAC  

 
mmol TE/100g1  ± SD 

ABTS 

 
mmol TE/100g1  ± SD 

FRAP  

mmol  

Fe1+/100g2 

  

± SD 

Exocarpio HassA 733.29b,c,d 0.449 743.00b,c,d 0.042 732.28b,c,d 0.043 

 FuerteB 759.77a,c,d 0.238 660.00a,c,d 0.084 707.10a,c,d 0.073 

 ReedC 523.16a,b,d 0.634 587.00a,b,d 0.155 555.39a,b,d 0.132 

 ColinredD 788.63a,b,c 0.295 766.00a,b,c 0.141 774.40a,b,c 0.178 

Endocarpio HassA 130.83b,c,d 0.189 378.50b,c,d 0.049 200.10b,c,d 0.061 

 FuerteB 95.43a,c,d 0.063 95.50a,c,d 0.007 94.69a,c,d 0.011 

 ReedC 100.43a,b,d 0.135 271.50a,b,d 0.035 195.30a,b,d 0.041 

 ColinredD 136.58a,b,c 0.072 174.50a,b,c 0.035 141.91a,b,c 0.039 

        

Semilla HassA 45.72b,c,d 0.025 37.40b,c,d 0.008 42.53b,c,d 0.014 

 FuerteB 28.49a,c,d 0.071 23.20a,c,d 0.004 26.42a,c,d 0.009 

 ReedC 57.49a,b,d 0.0104 46.45a,b,d 0.002 52.90a,b,d 0.007 

 ColinredD 40.30a,b,c 0.087 29.20a,b,c 0.005 34.70a,b,c 0.010 

Expresado como mmol equivalentes Trolox por g de exocarpio, endocarpio, y semilla de aguacate (liofilizado) 

2 Expresado como mmol Fe2+ por g de exocarpio, endocarpio, y semilla de aguacate (liofilizado) 

Letras mayúscula (A, B, C, D) representando las variedades de aguacate. Significancias representadas por letras en 

minúscula (a, b, c, d) en la misma columna son significativamente diferentes de otras por el test de Tukey (p < 0.05) 

Números en negrilla representan el valor mas alto de la actividad antioxidante  

ABTS ácido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico, FRAP capacidad de reducir el ácido, GAE equivalentes, de 

ácido gálico, ORAC  capacidad de absorbancia del radical oxígeno, TE equivalentes trolox, Los valores de la desviación 

estándar SD son representados como los triplicados ± la desviación estándar . 

 

Dado que el extracto de exocarpio de la variedad Colinred (CRE) mostró los valores más 

altos, se seleccionó para realizar análisis fitoquímico. Los resultados obtenidos por HPLC 

cuantitativa revelaron que la mayoría de los componentes del extracto metanólico eran 

monómeros de flavanoles (por ejemplo, (-)-epicatequina (~22%) y (+)-catequina (~ 5%), con 

un porcentaje menor (<5%) de ácido clorogénico y ácido neoclorogénico (396) (Tabla 5). 

Debido a que las procianidinas de tipo B son cadenas poliméricas de catequina y 

epicatequina (contienen 2-7 unidades monoméricas unidas a través de enlaces C4-C6 o C4-
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C8(390), es razonable que durante el metabolismo de las procianidinas se generen los 

flavanoles monoméricos como las catequinas y epicatequinas en estos extractos de exocarpio 

(Tabla 5). 

 

Tabla 5. Caracterización fitoquímica por espectrofotometría de masas (MS) del exocarpio de la 

variedad collinred de Persea americana. (Tomado de Ortega-Arrellano et al., 2019) (395)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados son expresados como  ± la desviación estandar  (SD)  y la desviación estandar  relativa 

(RSD) de tres determinaciones intependientes de la muestra. 

 

Más interesante, los extractos de exocarpio (CRE) fueron evaluados en un modelo 

transgénico de la mosca Drosophila melanogaster (Dm) con deficiencia de la expresión de 

parkina, en donde se evidenció que los extractos a bajas concentraciones (1 mg/mL) 

protegieron contra la neurodegeneración inducida por PQ. Estos hallazgos, sugieren que la 

Epicatequina y catequina podrían estar involucradas en el efecto protector del extracto de la 

cáscara de aguacate.  En la actualidad, los productos naturales antioxidantes son 

ampliamente reconocidos como agentes potenciales en la protección neuronal en estudios 

preclínicos y clínicos de la EP (354, 397). En este sentido, el aguacate (Persea americana) 

contiene más de 40 componentes incluyendo alcanos, terpenoides, compuestos derivados del 

anillo furano, flavonoides, y polifenoles (389, 392, 398). Interesantemente, los polifenoles 

han demostrado propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, neuroprotectoras y de 

regulación de la autofagia en trastornos neurodegenerativos como la EP (399). Por lo tanto, 

el extracto de aguacate constituye una fuente natural alternativa de compuestos polifenólicos 

o polihidroxifenólicos bioactivos (400) que podrían ser beneficiosos para el tratamiento de 

la EP (370).  

 

CAPÍTULO 2: EDICIÓN GÉNICA DEL LRRK2 EN LA LINEA CELULAR 

HEK293 COMO MODELO Y ESTRATEGIA MOLECULAR DE ESTUDIO DE LA 

EP-AD 

 

2.1. Historia y Definición de la Edición génica 

La edición del genoma es un tipo de ingeniería genética en la que el ADN se inserta, se 

elimina o se reemplaza en el genoma mediante el uso de proteínas modificadas que pueden 

unirse de manera específica. A principios de los 80s, con el interés de estudiar la función de 

Componente Persea americana  

mg/kg ± SD RSD 

(%) 

(+)- Catequina 4.77 0.07 1.40 

(−)- Epicatequina 20.85 0.90 4.44 

Ácido clorogénico 2.79 0.03 1.05 

ácido neoclorogénico 1.12 0.02 1.50 

Total procianidinas 35.61 1.10 3.10 



67 
 

un gen in vivo se logró realizar la inserción de varias copias de un transgén en el genoma, su 

expresión en diferentes células somáticas y su transmisión a través de líneas celulares 

germinales (401, 402). Sin embargo, esta integración ocurría de una manera inespecífica y 

se conocía muy poco acerca de las implicaciones en los patrones de expresión e inactivación 

de un gen. Posteriormente, con el entendimiento de los mecanismos de reparación del DNA 

por recombinación homóloga (HR), se logró la introducción de transgenes en el genoma de 

una manera específica creando el primer sistema de edición génica en ratones a partir de 

células madre embrionarias (403, 404). Asimismo, se implementó el uso de las recombinasas 

específicas (SSR) (del inglés Site Specific Recombinases) que permitieran realizar 

modificaciones de manera tejido-específica. Los tipos más comunes de los sistemas de 

enzimas son Cre-LoxP y Flp-FRT (405). La enzima Cre-recombinasa elimina el ADN 

mediante recombinación homóloga entre secuencias de unión conocidas como sitios Lox-

P(406). El sistema Flip-FRT funciona de manera similar, con la Flip recombinasa 

reconociendo las secuencias FRT (407, 408). Al cruzar un organismo que contiene los sitios 

de recombinasa que flanquean el gen de interés con un organismo que expresa el SSR bajo 

el control de promotores específicos de tejido, es posible desactivar o activar genes en células 

específicas. Fue así, que estas técnicas se utilizaron para eliminar genes marcadores de 

animales transgénicos permitiendo a los investigadores inducir la recombinación bajo ciertas 

condiciones controladas, induciendo la eliminación/supresión (Knock-out/Knock-down) o 

expresión (Knock-in) de genes en tejidos o etapas de desarrollo deseados (408).  

 

A pesar de que la transgénesis basada en SSR representó un avance importante en el campo 

de la investigación, presenta varias limitaciones: la primera, se requieren al menos dos líneas 

transgénicas diferentes (líneas Cre y LoxP) para lograr líneas animales con knock-out o 

knock-in específicos para el tejido y / o estadio de desarrollo, de manera que cuando se 

pretenden generar dobles o triples Knockouts o cuando se necesita un reportero de 

recombinación de Cre en el mismo animal, el número de transgenes y la cantidad de cruces 

necesarios pueden ser extremadamente laboriosos y consumir mucho tiempo. En segundo 

lugar, en estas modificaciones genéticas mediadas por SSR no es posible modificar uno o 

pocos nucleótidos (v.gr, mutaciones puntuales). En tercer lugar, que el uso de métodos 

basados en recombinasas requieren un análisis cuidadoso de los efectos biológicos de las 

enzimas SSR, dado que algunas líneas con expresión de Cre sola, independientemente de la 

activación genética tejido o estadio-específica, son capaces de inducir algún fenotipo, como 

muerte celular, aberraciones cromosómicas, daño al ADN y esterilidad (409-412). 

Adicionalmente, La recombinación mediada por Cre de las secuencias de LoxP también 

puede variar dependiendo de la posición de la secuencia de LoxP en el genoma (413). 

Algunas de estas limitaciones se resolvieron mediante los métodos de edición del genoma 

basados en nucleasas específicas que dieron origen a las Nucleasas con dedos de zinc 

(ZNFs), Nucleasas tipo activadores de transcripción (TALENs) y finalmente el Sistema de 

Nucleasas asociadas a repeticiones palindrómicas cortas agrupadas  y regularmente 

interespaciadas (CRISPR/Cas) (414). 
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2.2. Nucleasas asociadas a repeticiones palindrómicas cortas, agrupadas y 

regularmente inter-espaciadas (CRISPR/Cas) 

 

 La edición génica con nucleasas específicas es una quimera entre dominios específicos de 

unión al DNA (por sus siglas en inglés DNA-binding domains DBDs) y dominios de corte 

no específicos (por sus siglas en inglés DNA-cleavage domains DCDs). Los DBDs permiten 

la llegada y unión eficiente y precisa a la secuencia blanco mientras que los DCDs como 

tijeras genómicas, cortan el DNA en el sitio blanco para producir un rompimiento de doble 

hebra (DSB(415)). El Sistema de  nucleasas Cas asociadas a repeticiones palindrómicas 

cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR/Cas del inglés Clustered Repeat 

Interspaced palindromic repeats associated protein Cas), como su nombre lo indica, está 

compuesto por un DBD de secuencias repetidas con espaciadores CRISPR y un DCD  

Figura 19. La inmunidad adaptativa por los sistemas CRISPR/Cas (Proteínas Cas asociadas a repeticiones palindrómicas 

cortas agrupadas  y regularmente interespaciadas) está mediada por los ARN CRISPR (crARN) y las proteínas Cas, que 

forman complejos de ribonucleoproteína CRISPR de múltiples componentes (crRNP). Los genes cas se colorean de acuerdo 

con la función, como lo indican las cuatro categorías funcionales en las cajas coloreadas: adquisición del espaciador 

(amarillo); procesamiento de ARNr (rosa); Ensamblaje e inspección del crRNA (azul); y degradación del DNA blanco 

(púrpura). Tomado y adaptado de Van-der-Oost et al 2014   (420). 

formado un conjunto de genes asociados a CRISPR (cas) que codifican proteínas Cas con 

actividad endonucleasa.  

El DBD CRISPR, contiene una serie de secuencias repetidas cortas separadas por 

espaciadores con secuencias únicas, y características de los organismos procariotas que 

pueden transcribirse en ARN CRISPR (ARNcr) y ARN transactivador (416). Estas 

repeticiones fueron observadas por primera vez por Ishino y sus colegas en Escherichia coli 
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(417). Las secuencias de ácidos nucleicos correspondientes al espaciador denominadas 

protoespaciador son de origen exógenos. Este, suele estar flanqueado por un patrón corto de 

nucleótidos que contienen de 2 a 5 guanosinas muy conservadas (v. g. NGG), denominado 

motivo adyacente al protoespaciador (PAM del inglés protospacer-adjacent motif; Fig. 19). 

El PAM de hecho, es un componente único e indispensable en CRISPR/Cas para la 

identificación y destrucción de ADN foráneo ya que es la secuencia que reconoce el 

complejo de la nucleasa Cas (418). 

De este modo, se ha identificado a CRISPR/cas como un mecanismo del sistema inmune 

adaptativo en bacterias y arqueas, impidiendo que sean infectadas por fagos, virus y otros 

elementos genéticos extraños (419). Cuando los procariotas son invadidos por elementos 

genéticos extraños, el ADN foráneo puede ser cortado en fragmentos cortos por las proteínas  

Cas, entonces los fragmentos de ADN se integrarán en la matriz CRISPR como nuevos 

espaciadores (421) lo que se denomina adquisición. Durante la segunda etapa, que se conoce 

como expresión, el locus CRISPR se transcribe y el pre-crARNse procesa en pequeños 

crARN por medio de las ribonucleasas asociadas a CRISPR (Cas6) y / o domésticas (como 

la RNasa III). Los ARNr maduros y las proteínas Cas se ensamblan para formar un complejo 

crRNP. Una vez que el mismo invasor vuelva a invadir, el ARNcr reconocerá rápidamente 

y se emparejará con el ADN extraño por medio de la secuencia PAM, lo que guiará a la 

proteína Cas a cortar las secuencias diana del ADN extraño, protegiendo así al huésped, lo 

cual se denomina etapa final de interferencia (Fig. 20) (422). 

 

Figura 20. Componentes del sistema CRISPR/Cas de tipo II. A. Estructuras genómicas del sistema CRISPR/Cas bacteriano 

nativo (arriba) y del sistema CRISPR/Cas9 diseñado (abajo). tracrRNA, ARN transactivador; sgRNA, ARN guía único; B. 

Representación esquemática de la estructura de la proteína Cas9. Los dominios incluyen REC (gran lóbulo de 

reconocimiento) y RuvC (un dominio nucleasa) que está unido a una región rica en arginina. HNH es un segundo dominio 

nucleasa. PI, dominio de interacción con PAM. C. Conformación del complejo Cas9-sgRNA en el proceso de escisión del 

ADN. Tomado y adaptado de Song et al 2016 (423). 
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El conjunto de genes asociados a CRISPR (cas) que codifican para proteínas Cas nucleasa, 

pueden clasificarse en  2 clases (Clase 1 y Clase 2), 6 tipos (I al VI) y en varios subtipos, 

que se caracterizan por la presencia de complejos efectores con múltiples proteínas Cas como 

es el caso de los sistemas de Clase 1 (Tipo I, III y IV) o por poseer una única proteína efectora 

como los sistemas de Clase 2 (Tipo II, V y VI) (424, 425)(Tabla 6). 

Tabla 6. Clasificación de los sistemas CRISPR/cas. Tomado de Xu et al 2020 (426) 

Clase Tipo  Subtipo  Efector Blanco 
 Dominio 

Nucleasa 

requerimient

o TracrRNA  
PAM/PFS 

1 (multi-

Casproteinas) 

Ⅰ 
A,B,C,D,E,F,

U 
 Cascade dsDNA 

 HD fused 

to Cas3  
No – 

III A,B,C,D Cascade ssRNA 
 HD fused 

to Cas10  
No – 

Ⅳ A,B Cascade dsDNA  unknown No – 

2 (Única 

proteína 

Casp) 

Ⅱ A SpCas9 dsDNA 
 RuvC,HN

H 
Yes NGG 

Ⅱ A SaCas9 dsDNA 
 RuvC,HN

H 
Yes NNGRRT 

Ⅱ B FnCas9 
dsDNA/ssRN

A  

 RuvC,HN

H 
Yes NGG 

Ⅱ C NmCas9 dsDNA 
 RuvC,HN

H 
Yes NNNNGATT 

Ⅴ A Cas12a(Cpf1) dsDNA  RuvC,Nuc No 50 AT-richPAM 

Ⅴ B 
Cas12b(C2c1

)  
dsDNA 

 
RuvC Yes 50 AT-richPAM 

Ⅴ C Cas12c(C2c3)  dsDNA  RuvC Yes 50 AT-richPAM 

VI A Cas13a(C2c2)  ssRNA  2xHEPN No 30PFS:non-G 

VI B 
Cas13b(C2c4

) 
 ssRNA 

 

2xHEPN No 

50PFS:non-

C;30PFS:NAN/NN

A 

VI C Cas13c(C2c7)  ssRNA  2xHEPN No – 

VI D Cas13d  ssRNA  2xHEPN No – 

El sistema CRISPR-Cas9 de tipo II derivado de Streptococcus pyogenes (SpCas9) es uno de 

los mejor caracterizados y más comúnmente utilizados en numerosos sistemas CRISPR-

Cas(425, 427). Los principales componentes del sistema CRISPR-Cas9 son la endonucleasa 

Cas9 guiada por un ARN de guía única (sgARN)(428). La proteína Cas9 posee dos dominios 

nucleasa, denominados HNH y RuvC, cada uno de ellos tienen como blanco una cadena del 

ADN bicatenario(423, 429). El RNA de guía única (sgRNA) es una combinación 

simplificada de crRNA y tracrRNA(430). La nucleasa Cas9 y el ARNsg forman una 

ribonucleoproteína (RNP) Cas9, que puede unirse y escindir la diana del ADN (431) y la 

secuencia adyacente al protoespaciador (PAM) para la unión de la proteína Cas9 al ADN 

diana (428). 

2.3. Mecanismos de reparación del rompimiento de doble cadena de ADN en la 

edición génica por Nucleasas específicas CRISPR/cas9 

Durante el proceso de edición del genoma, el sgRNA recluta a la endonucleasa Cas9 en un 

lugar específico del genoma para generar una DSB, que puede repararse mediante dos vías: 
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la recombinación homóloga (HDR) ó la unión de extremos no homólogos (NHEJ)(415). La 

vía de reparación HDR permite una reparación sin errores y requiere una extensa homología 

de secuencias desde la cual se pueden copiar fielmente las secuencias del ADN dañado. 

Naturalmente, la homología de la secuencia es proporcionada por la cromátida hermana y, 

por lo tanto, la HDR es operativa durante las fases S y G2 inicial del ciclo celular durante el 

cual está disponible la cromátida hermana(432). 

Así como en la recombinación homóloga tradicional, la HDR puede proceder de la misma 

manera utilizando un vector de ADN de doble cadena exógeno como plantilla de 

reparación(433, 434); esto permite que pueda introducir modificaciones genómicas precisas 

en el sitio diana utilizando una plantilla de reparación de ADN homóloga, lo cual ha sido 

usado para insertar una mutación específica, con la introducción de una plantilla de 

reparación (DNA donador) que contiene la mutación deseada flanqueada por los brazos 

homólogos (Fig. 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Enfoques de edición génica con nucleasas específicas de acuerdo a los mecanismos de reparación. 

Tomado de Gupta et al., 2014 (433). 

Por su parte NHEJ es un proceso propenso a errores en el que los extremos del ADN roto se 

ligan directamente a través de las proteínas de procesamiento final, Ku70: Ku80 (una parte 

de la proteína quinasa dependiente del ADN(ADN-PK)), la subunidad catalítica del ADN-

PK (DNAPKsc), y la ligasa IV(435). Durante este proceso de unión de extremos no 

homólogos, usualmente se generan inserciones y/o deleciones de nucleótidos a pequeña 

escala (indels) (436) en los sitios de corte, lo que genera mutaciones de desplazamiento de 

marco o codones de parada prematuros en el marco (ORF) de los genes diana(437). Puesto 

que NHEJ no requiere una secuencia de homología, puede ocurrir a lo largo del ciclo celular, 

de modo que en la mayoría de las condiciones, NHEJ es más eficiente que HDR, ya que es 

activa en aproximadamente el 90% del ciclo celular y no depende de un donante de 

homología cercano (438).  
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De este modo, la naturaleza propensa a errores de la NHEJ puede utilizarse para exportar e 

introducir cambios de marco en la secuencia de codificación de un gen, eliminando 

potencialmente el gen mediante la combinación de dos mecanismos: i) el truncamiento 

prematuro de la proteína y ii) el decaimiento sin mediación de la transcripción del ARNm, 

de los cuales este último no siempre es particularmente eficiente. Además, por medio de 

estos mecanismos, se pueden conseguir deleciones de grandes fragmentos y el knockout 

simultáneo de múltiples genes mediante el uso de múltiples sgRNAs dirigidos a un único 

gen o más(439). 

Finalmente, se puede concluir que estas vías de reparación del ADN se promueven de 

manera rápida después del daño de DSB para mantener la integridad genómica que es 

fundamental para la función y la supervivencia celular (440). Esta vía de reparación, en el 

contexto de la edición génica aplicada a estudios moleculares es útil para: 1) generar cambios 

en el marco de lectura o codones de parada que impidan o alteren la transcripción de la 

proteína codificada por el gen blanco (Knock-out); permitiendo realizar estudios de perdida 

de función, en el caso de la vía de reparación NHEJ  y también para 2), aislar los alelos de 

enfermedades deseados para introducir mutaciones en secuencias de tipo salvaje (WT) o 

revertir mutaciones a secuencias WT (Knock-in) en la vía HDR (Fig. 22). 

 

Figura 22. Modelos transgénicos de EP generados con CRISPR/Cas9 con diferentes aplicaciones. 1) Selección de 

genes candidatos para EP por medio de CRISPR/Cas9 en neuronas diferenciadas de iPSC obtenidas de fibroblastos o CME 

de pacientes mediante los estudios de asociación del genoma completo (GWAS) y sus implicaciones futuras (modificado 

de Heidenreich y Zhang). 2) Reprogramación directa de fibroblastos a NDA por medio de manipulación epigenética con 

CRISPR/Cas9. 3) Generación de modelos transgénicos animales por edición de genes a nivel embrionario, asociados con 

EP del tipo familiar. Se puede reproducir la fisiopatología típica, así como las manifestaciones conductuales características 

de la EP.  Tomado de Cota-Coronado et al 2017 (441). 
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2.4. Edición Génica como estrategia molecular de estudio en la EP  

Durante los últimos años, la tecnología CRISPR-Cas9 ha sido ampliamente empleada en la 

investigación de la EP para eliminar, introducir o modificar genes relacionados con la 

enfermedad, activar o reprimir selectivamente la expresión de genes clave, o realizar 

modificaciones epigenéticas. Los estudios in vitro se han utilizado principalmente para 

generar modelos celulares de EP. Por ejemplo, utilizando células madre pluripotentes 

inducidas (iPSCs) de titíes (un primate no humano), Vermilyea y sus colegas utilizaron 

CRISPR-Cas9 para introducir la mutación G2019S en el gen LRRK2, en neuronas 

dopaminérgicas derivadas de las iPSCs y encontraron un incremento en la producción de 

ROS, disminución de la viabilidad neuronal y de la complejidad de las neuritas; todas estas 

características que están asociadas con la EP(442). También, el sistema CRISPR-Cas9 ha 

sido empleado para generar modelos in vivo de la EP. Por ejemplo, ratones knock-in para 

(del inglés vacuolar protein sorting 35) Vps35 D620N, que desarrollan algunas 

características típicas de la EP, fueron creados por ingeniería genómica mediada por 

CRISPR-Cas9(443).Dos grupos independientes de científicos fueron más allá y generaron 

modelos de EP en primates no humanos(444). 

 

Chen y colaboradores utilizaron un CRISPR-Cas9 modificado, que les permitió reducir las 

modificaciones fuera del sitio blanco.  Por ejemplo, para dirigirse al gen PINK1, utilizaron 

un gen Cas9 con una mutación D10A, conocido como nCas9 (429) . Como se mencionó 

anteriormente, en lugar de introducir DSBs, el nCas9 mutado corta sólo una hebra del ADN 

diana, y su frecuencia de ediciones fuera del sitio blanco se reduce en gran medida. De hecho, 

utilizando el nCas9 con un par de gRNAs dirigidos a la misma región del gen de interés, se 

puede conseguir un DSB. En un estudio independiente, se logró el bloqueo concomitante de 

los genes PINK1 y DJ-1 en la sustancia nigra de monos mediante un sistema CRISPR-Cas9 

estándar administrado por vectores virales  adeno-asociados, AAV9.Este enfoque condujo 

al desarrollo de la generación de modelos con las diferentes características tipicas de la EP, 

incluyendo alteraciones conductuales y neuropatológicas(445). 

 

La tecnología CRISPR-Cas9 en la EP también se ha utilizado para eliminar la expresión de 

un gen mutado o revertir directamente mutaciones que se sabe que causan la enfermedad.  

Un ejemplo clásico, es el de la mutación A53T en el gen SNCA, que es una de las mutaciones 

más estudiadas en la EP. De hecho, estudios en ratas demostraron que la sobreexpresión de 

la α-sinucleína portando la mutación A53T desarrollaron un fenotipo similar a la EP, que fue 

prevenido mediante la deleción mediada por CRISPR-Cas9 del gen mutado(446). Así 

mismo, para modificar el estado de metilación del gen SNCA, el cual está incrementado en 

pacientes con EP, Guhathakurta y sus colegas utilizaron un enfoque muy elegante e 

inteligente mediado por CRISPR-dCas9, con esta metodología, reclutaron una histona lisina 

desmetilasa específica, JARID1A, en el promotor del gen SNCA de iPSCs de pacientes con 

la EP y reportaron que su sistema fue suficiente para disminuir la expresión de la α-
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sinucleína. Este estudio sentó las bases para un enfoque terapéutico innovador para la EP 

empleando  (447). 

 

Otra de las aproximaciones interesantes, es la utilización de la edición genética mediante el 

método CRISPR/cas9 en el estudio del gen del LRRK2. Di Maio y colaboradores usaron 

células HEK293 de tipo salvaje (WT) para introducir la mutación dominante G2019S en el 

LRRK2 G2019S/G2019S) y la supresión del gen LRRK2 (LRRK2-/-). Como resultado de 

estas aproximaciones, se demostró que la actividad de la quinasa LRRK2 se ve aumentada 

en las células WT como resultando de la fosforilación del sustrato Rab10 de la LRRK2 en 

un modelo idiopático de la EP. Esta actividad aumentada de la LRRK2 también incluyó 

anormalidades en la importación de proteínas mitocondriales y la función lisosomal. Lo 

anterior indica que, independientemente de las mutaciones, la LRRK2 salvaje juega un papel 

clave en la EP idiopática. Por lo tanto, las terapias dirigidas a LRRK2 pueden ser útiles para 

la mayoría de los individuos con EP(448). 

 

2.5. Edición Génica como estrategia terapéutica en la EP 

La corrección génica mediada por CRISPR/Cas9 y otros sistemas de edición génica 

proporciona una nueva visión de la terapia celular para muchas enfermedades genéticas 

humanas. La estrategia general es fragmentar el ADN genómico cerca de los genes que 

presentan la mutación utilizando CRISPR/Cas9 y simultáneamente, proporcionar un donante 

que presente secuencias normales. Los fragmentos de genes mutantes pueden corregirse 

mediante recombinación homóloga, eliminando así el defecto funcional asociado en las 

células diana. 

Otra de las opciones de la edición génica son las iPSC específicas del paciente para la 

corrección de genes, esto se debe a su capacidad de diferenciarse en todo tipo de células 

somáticas funcionales después de la corrección de genes (449). Una de las aplicaciones de 

alto impacto de CRISPR/Cas9 son los denominados estudios de asociación del genoma 

completo (GWAS) en iPSC, donde se evalúan polimorfismos que cambian en un solo par de 

bases en el ADN (SNPs) y se atribuyen como posibles causantes de una enfermedad como 

la EP en una población masiva (441). Heidenreich y Zhang, partiendo de un estudio GWAS 

lograron la obtención de iPSC a partir de fibroblastos de individuos saludables y de pacientes 

con EP y su diferenciación in vitro a neuronas. Posteriormente en las iPSC derivadas de 

pacientes sintomáticos se realizó una edición por medio de CRISPR/Cas9 del sitio-específico 

de recombinación homóloga (HR) de los genes candidatos que podrían estar involucrados 

en la patogénesis de la enfermedad. Aunque ha habido un auge en corrección génica en el 

modelo de  iPSCs mutadas empleando CRISPR/Cas, también se logró  la corrección de las 

mutaciones causales de la EP en estudios similares en iPSCs provenientes de fibroblastos de 

portadores de las  mutaciones G2019S y R1441C del gen LRRK2 , utilizando nucleasas 

ZNFs(451). 
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2.6. La línea celular HEK293  

2.6.1. Definición   

La línea celular HEK293 se originó a partir del riñón de un embrión humano femenino y se 

inmortalizó originalmente en 1973 mediante la integración de un fragmento del genoma 

adenoviral 5 (Ad5) de 4 kbp que incluía los genes que codifican las proteínas E1A y E1B, 

en el cromosoma 19(452, 453). La expresión de E1A y E1B permite el cultivo continuo de 

células HEK293 al inhibir la apoptosis e interferir en las vías de transcripción y control del 

ciclo celular(454). Además, dado que E1A y E1B son factores auxiliares esenciales para la 

producción de virus adenoasociados (AAV), la expresión continua de estos genes hace que 

las células HEK293 sean huéspedes de producción atractivos para partículas AAV 

recombinantes(455).  

2.6.2. Características Fenotípicas y Moleculares  

Las células HEK293 presentan un fenotipo celular adeno-transformado típico, con tendencia 

a seguir dividiéndose tras alcanzar la confluencia y a mantener su crecimiento en islas o 

grupos de células. Al igual que las células de rata y hámster adeno-transformadas, las células 

HEK293 tienen un carácter epitelioide macroscópico. El diámetro de estas células oscila 

entre 11 y 15 µm; que depende de las condiciones de cultivo. Las células cultivadas crecen 

en monocapa adherente con apariencia más planar y con un diámetro mayor que las células 

en cultivo en suspensión, que toman la forma esferoide(456). En algunos casos, los núcleos 

celulares parecen hinchados y se observan frecuentes heterocariontes. Otra característica 

importante es la capacidad de las células 293 para crecer igualmente en medios en presencia  

o en ausencia de iones de calcio, o en concentraciones bajas de suero (452) (Fig. 23). 

Recientemente se mapearon los genomas y los perfiles transcriptómicos de seis líneas 

celulares HEK293, confirmando que poseen un genoma humano hipotriploide con el ADN 

adenoviral insertado en el cromosoma 19 (457, 458) . 
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Figura  23. Características morfológicas de las células HEK293. (A) Morfología epitelioide de las células HEK293 en 

una monocapa adherente a baja y alta confluencia. (B-C) Tinción de Giemsa y de fenantrenoquinona. (D-E) Tinción con 

anticuerpos fluorescentes anti-tumorales. Tomada de Grahan et al 1977 (459). 

2.6.3. Las HEK293 en el modelamiento de la EP 

En el 2002, Shaw y colaboradores demostraron  que las células HEK293 expresan más de 

60 genes específicos neuronales,  que incluían  neuro receptores, subunidades de canales 

iónicos específicos de neuronas, proteínas asociadas a vesículas sinápticas y enzimas 

metabólicas específicas de neuronas(460, 461). También identificaron las subunidades de 

neurofilamentos (NF) NF-L, NF-M, NF-H y la a-internexina. Estudios electrofisiológicos 

mostraron que las células 293  poseen canales de calcio, potasio y sodio funcionales que son 

específicos de neuronas (462) y además presentan afinidad a diversos agonistas implicados 

en la señalización neuronal  como por ejemplo,  a la acetilcolina, bradiquinina, histamina, 

neurotensina y ATP) (463)(Fig. 24). 
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Figura 24. Las células HEK293 como modelo de la Enfermedad de Parkinson Fuente: Autor Creado en 

BioRender. 

Estos hallazgos inesperados de la expresión génica, transcriptómica y funcional de 

marcadores neuronales en el modelo HEK293, se puede  explicar en términos del origen de 

las células HEK293, a partir de células precursoras neuronales presentes en el riñón durante 

las etapas embrionarias más específicamente, en la médula suprarrenal, la cual tiene un 

origen en la cresta neural, lo que podría explicar la expresión de varios genes específicos de 

las neuronas que pueden encontrarse en las células HEK293 y la reducida eficacia para poder 

generar una línea celular HEK a partir de células renales. Estas observaciones de la relación 

inesperada de la línea HEK con las neuronas, debido a sus características genotípicas y 

fenotípicas compartidas con el linaje neuronal, lo posicionan como un modelo celular 

excelente en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas como la EP. Las células 

HEK293 en la investigación de la EP ha estado relacionada principalmente con la expresión 

de proteínas transportadoras y receptores dopaminérgicos con la función dopaminérgica, de 

proteínas asociadas (464) y proteínas relevantes en la EP tales como la alfa-sinucleína (447, 

465, 466), la LRRK2(448, 467, 468), la Parkina(469), PINK (470, 471) y DJ-1 (472), con el 

fin de analizar su función tanto en estado silvestre como mutado. También se han utilizado 

las HEK293 para evaluar el flujo autofágico, procesos de mitofagia (469), agregación celular 

(473), apoptosis e inflamación (474) en esta enfermedad. Adicionalmente, la expresión 

continua de genes esenciales para la producción de virus adenoasociados (AAV) en 

HEK293, hace que estas células sean huéspedes atractivos de producción para partículas 

AAV recombinantes. 

Interesantemente, las células HEK293 también se han usado en estudios de cribado de 

medicamentos para identificar moléculas con potencial terapéutico en la EP, evaluando en 



78 
 

diferentes compuestos químicos de origen sintético (475) o natural (476) para determinar y 

seleccionar el compuesto su capacidad para reducir la agregación de proteínas tóxicas, 

proteger las neuronas dopaminérgicas, o modular vías moleculares editando  o suprimiendo 

genes causales relacionadas con la EP. 

 

CAPÍTULO 3: LAS CÉLULAS MESENQUIMALES ESTROMALES DE LA 

GELATINA DE WHARTON Y SANGRE MESTRUAL (CME-GW, SM) COMO 

MODELO DE ESTUDIO DE INHIBICION FARMACOLOGICO DEL LRRK2 EN 

LA EP-AD 

3.1.Células Mesenquimales estromales (CME) definición y características 

Las células mesenquimales estromales (CME ó MSC, por sus siglas en inglés Mesenchymal 

Stromal cells), son células estromales con capacidad de autorrenovación y diferenciación 

multilinaje. Fueron identificadas originalmente por Friedenstein y colaboradores (477), 

como precursores de fibroblastos en la médula ósea, esta población se definió posteriormente 

como originaria del estroma (478), de ahí el término células estromales. El término 

"mesenquimal" hace referencia al origen embrionario de las células, de la capa germinal del 

mesodermo, como las células que forman los vasos sanguíneos, las células sanguíneas y el 

sistema urogenital. Desde el descubrimiento de las CME por Friedenstein, esta población se 

considera una población de células madre adultas de la médula ósea (479) y han sido 

denominadas también como células madre estromales (CME). Sin embargo, el uso del 

término célula madre, ha sido cuestionado dado que no se ha podido comprobar su capacidad 

de autorenovación y diferenciación in vivo por lo que se ha sugerido el uso del término de 

“Células mesenquimales estromales” (CME) (480, 481). 

Aunque el término MSC sigue siendo ampliamente acuñado para referirse al origen 

mesodérmico de estas células. Recientemente, se ha postulado que estas CME posiblemente 

se deriven de los pericitos, lo que explica su ubicación en varios tejidos y la similitud en 

marcadores inmunofenotípicos (480). Los hallazgos experimentales de Caplan evidencian 

que las MSC se ubican en las paredes de los poros donde se forma la unidad vascular al 

igual que los pericitos en el organismo. Además, describe el papel de los pericitos como 

reguladoras de la dinámica del endotelio vascular sirviendo como guardianes del paso de 

sustancia o agentes por medio de la vasculatura y de la secreción de factores 

inmunomoduladores y regenerativos (482). De acuerdo con lo anterior, Caplan propone el 

término de células de señalización medicinal “Medicinal Signaling Cells” para estas células 

debido a que sirven como un repositorio de biomoléculas con potencial terapéutico. 

 

Con el objetivo de unificar los criterios para la identificación de las CME humanas, la 

Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) sugiere unas normas mínimas: 1) 

Presentar adherencia al plástico cuando se mantiene en condiciones de cultivo estándar. 2) 
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expresar las moléculas de superficie CD105, CD73 y CD90 y la ausencia de expresión de 

CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α o CD19 y HLA-DR. 3) capacidad de diferenciarse en 

osteoblastos, adipocitos y condroblastos in vitro; 4) presentar morfología fibroblastoide. 

(483, 484)(Fig.25).  

 

Figura 25. Las células mesenquimales estromales aisladas y expandidas a partir de diversas fuentes. Estas se 

caracterizan por un conjunto mínimo de criterios definidos por la ISCT y pueden aplicarse a diversos hallazgos 

experimentales. Tomado de Vemuri et al., 2011 (485). 

Las CME se pueden aislar de diversos tejidos de origen embrionario o adulto (486), que 

incluyen tejido adiposo, sangre menstrual, médula ósea, sangre y gelatina de Wharton del 

cordón umbilical, pulpas dentales, placenta y músculo (487, 488).  Adicionalmente, aunque 

se les atribuye un carácter multipotente, tienen la capacidad de diferenciarse a células de 

otras capas germinales embrionarias además de la mesodérmica, como las neuronas (489), 

que se originan del ectodermo, y hepatocitos, derivados de endodermo (490). 

En condiciones de crecimiento estándar (es decir, medio con un 10% de Suero Fetal Bovino), 

las CME humanas aisladas de una fuente tisular y expandidas en una placa de cultivo 

cambian gradualmente su aspecto de esférico a fusiforme a medida que pasan de la condición 

de suspensión a la de cultivo adherente. A medida que se propagan los cultivos adherentes, 

sólo una fracción de las células permanece clonogénica (capaz de generar UFC-F en 

condiciones de crecimiento estándar), lo que sugiere la presencia de un nicho in vitro de 

CMM dentro de estos cultivos. A diferencia de otras poblaciones de células madre, como las 
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células madre embrionarias humanas, la mayoría de las CME humanas en cultivo muestran 

un potencial de expansión in vitro limitado (es decir, ~5-10 pasajes)(485). 

 

3.1.1. Células Mesenquimales estromales de la gelatina de Wharton   

  

El cordón umbilical humano es considerado una excelente fuente de obtención de CME, 

dadas sus características como: 1) la obtención no invasiva a partir de tejido que 

normalmente se desecha al nacer él bebe, que a su vez exime de dilemas éticos importantes, 

2) los altos rendimientos celulares obtenidos; al ser una población celular más primitiva, 

tiene un tiempo de duplicación más rápido y más pasajes antes de alcanzar la senescencia 3) 

la presencia de un fenotipo paralelo al de las células estromales mesenquimales de otras 

fuentes tisulares (v.gr médula ósea, MO). En la actualidad, estas células constituyen una 

fuente celular importante para un número creciente de estudios preclínicos y básicos que 

destacan la eficacia terapéutica de estas células estromales mesenquimales derivadas del 

cordón umbilical y sus posibles ventajas frente a otras fuentes que paralelamente se están 

empleando en ensayos clínicos (491, 492).  

El cordón se puede dividir, en tres componentes principales (a) el amnios (b) la gelatina de 

Wharton y (c) los vasos. La gelatina de Wharton en sí se puede dividir en tres zonas distintas 

(a) el subamnios, (b) la gelatina de Wharton intermedia y (c) la gelatina de Wharton 

perivascular. La gelatina de Wharton, amniótica y subamniótica, ha sido denominada 

“revestimiento del cordón”. Otra región entre la gelatina de Wharton perivascular que rodea 

cada vaso puede denominarse "gelatina de Wharton intervascular". Sin embargo, desde una 

perspectiva pragmática, sólo el revestimiento del cordón umbilical y la gelatina de Wharton 

perivascular pueden diseccionarse claramente de las regiones o zonas restantes. Finalmente, 

cada uno de los vasos comprende una pared de músculo liso y un revestimiento endotelial 

(Fig 26).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. La estructura del cordón umbilical humano con un diagrama de despiece tridimensional. El diagrama 

muestra el orden de ensamblaje de las partes que componen el cordón umbilical de un corte histológico. Se realizó trazando 

directamente los contornos de las distintas características en la sección histológica y desplazándolos después a lo largo del 

eje longitudinal inclinado. Adaptado de Davies et al., 2017 (493). 
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Los análisis fenotípicos realizados por diversos grupos de investigación demostraron que 

las CME-GW se ajustaban a los criterios mínimos descritos por la ISCT para las CME. 

Dentro los cuales se encuentra la expresión positiva de marcadores mesenquimales como 

CD73, CD90 y CD105 y negatividad para marcadores endoteliales, CD31, y 

hematopoyéticos, CD45 y CD34 (494) .Mas allá de la similitud fenotípica de las CME-GW 

con otras fuentes, lo que las hace más singulares y útiles para aplicaciones terapéuticas, son 

sus propiedades más primitivas. Diversos hallazgos muestran varias características de las 

células madre embrionarias (ESC) en las CME-GW, especialmente en la expresión de 

marcadores de pluripotencialidad como Oct-4, Nanog, y SOX-2 (495). Interesantemente se 

ha encontrado que las CME-GW también expresan varios genes supresores de tumores 

(495), que demuestran su baja capacidad tumorogénica en numerosos estudios preclínicos 

empleando animales inmunocompetentes (496, 497). 

Adicionalmente las CME-GW presentan un amplio espectro de diferenciación más allá del 

origen mesodérmico (492). De hecho, son capaces de transdiferenciarse hacia la capa del 

ectodermo en poblaciones celulares de astrocitos y neuronas mediante medios enriquecidos 

con diferentes factores de crecimiento como el Factor de crecimiento fibroblástico (FGF) o 

el epidérmico (EGF) y compuestos como el DMSO, Beta-mercaptoetanol (498) ácido 

retinoico, hidroxianisolbutilato o Forskolina, pudiendo variar el número de células 

neuronales según el protocolo propuesto. Estos cócteles de diferenciación aumentan la 

expresión de marcadores neurales como Nestina, β-III tubulina, NeuN y GFAP(235, 499, 

500).  

Otras de las aplicaciones de las CME derivadas de la gelatina de Wharton (GW) se da a nivel 

terapéutico, esto debido a su potencial regenerativo e inmunomodulador, ya que son capaces 

de suprimir y evitar el sistema inmunitario, lo que las convierte en candidatas óptimas para 

terapias celulares en trasplantes alogénicos (501). Estas características han permitido a las 

CME-GW ser consideradas en numerosos ensayos clínicos para un espectro amplio de 

indicaciones médicas (493). 

 

3.1.2. Células Mesenquimales estromales de sangre menstrual (CME-SM) 

 

La fuente de CME en el fluido menstrual, se derivan del tejido endometrial descamado en 

lugar del estroma de médula ósea no descamado (479).  Las poblaciones celulares del 

endometrio incluyen: células mesenquimales endoteliales (eCME ó eMSC) que se localizan 

predominantemente en la capa funcional del endometrio; las células positivas para CD140b 

+ CD146 + eMSC , las SUSD2+ eMSC que se localizan perivascularmente y las células de 

la población lateral (SP) que  se localizan en el endotelio vascular, tanto en la capa basalis 

como en la funcionalis del endometrio. El flujo de la sangre menstrual, contienen (MenSC ó 
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CME-SM),  células madre epiteliales SUSD2+ eMSC, células positivas para CD140b + 

CD146 + eMSC y células perivasculares Cordeiro et al., 2023 (502) (Fig 27). 

 

 

Figura 27. Estructura del endometrio y sus poblaciones celulares. Fuente: Robalo-Cordeiro et al., 2023 (502). 

Las células mesenquimales derivadas de la sangre menstrual (CME-SM ó MenSC) fueron 

descubiertas por Meng y colaboradores en 2007 y clasificadas como células mesenquimales 

estromales (503). Desde su descubrimiento, se ha demostrado un gran interés por las MenSC 

debido a su facilidad y abundancia en el método de obtención, al tener una recolección no 

invasiva a través de la copa menstrual logra ser una fuente continua. Así mismo su baja 

inmunogenicidad, estabilidad cromosómica, alta proliferación, capacidad de diferenciación 

y pocas dificultades éticas, las posicionan como una fuente excelente de CME (504). 

Interesantemente, estudios en tejido de biopsia endometrial confirmaron la presencia de 

pequeñas poblaciones de células madre/estromales endometriales adultas con propiedades 

clásicas de células madre como lo son la clonogenicidad, autorrenovación y diferenciación 

(505). 

Al igual que las CME-GW, las CME-SM también expresan marcadores clásicos de ISCT, 

son negativas para HLA-DR y marcadores de linaje hematopoyético (506). Además, 

expresan marcadores de pluripotencialidad como Oct4, SSEA4 y NANOG aunque sus 

niveles son bajos (506) y poseen una capacidad de diferenciación similar a las CME-MO 

(507). Asimismo, tienen capacidad de transdiferenciación a otras capas germinales 

diferentes al mesodermo, como linajes ectodérmicos (neuronas y glía) (508). 

 

3.2. Células Mesenquimales estromales en el modelamiento de la EP  

Durante las dos últimas décadas se han establecido diversos protocolos para la obtención de 

CME de diversas fuentes y su mantenimiento en cultivos in vitro (485, 487). Estudios 

pioneros realizados por Jiang y colaboradores, mostraron que las células progenitoras adultas 
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multipotentes de ratón (subpoblación de CME) generaron en presencia de factores tróficos 

(PDGF, SHH y FGF8) un 25% de células con marcadores positivos para tirosina hidroxilasa 

(TH+) indicativo de neuronas dopaminérgicas (509). Posteriormente, Dezawa y 

colaboradores (510), reportaron 41% de eficiencia en la obtención de neuronas 

dopaminérgicas TH+, empleando la transfección de genes con dominio Notch (510). Otro 

hallazgo importante, fue el que evidenció que las CME de rata estimuladas con factor 

neurotrófico derivado de la glía (GDNF) e interleucina-1 en medio condicionado de células 

gliales generaron células que expresaron TH+ y que adicionalmente secretaban DA (531). 

De igual forma, se demostró, en CME aisladas de médula ósea humana en presencia de 

múltiples inductores químicos y factores tróficos se generaron neuronas que expresaban TH+ 

(534). 

Estos resultados previos permitieron el establecimiento de modelos neuronales 

dopaminérgicos, derivados de la transdiferenciación de CME humanas obtenidas de 

diferentes fuentes, con una eficiencia de inducción entre el 12,7% y el 41% (511, 512). De 

igual forma, se han empleado cócteles de inducción (v.gr. SHH, FGF8, y bFGF) a linajes 

dopaminérgicos que expresaron TH+ con una eficiencia del 67% (513).  

Recientemente en estudios realizados en el laboratorio, se logró la transdiferenciación de 

células mesenquimales estromales humanas a neuronas semejantes a neuronas 

dopaminérgicas in vitro, mediante una metodología rápida y eficiente (235) y el desarrollo 

de neuroesferas TH+ (514). Esta técnica redujo significativamente el tiempo de formación 

de células precursoras neurales y células semejantes a neuronas en comparación con los 

métodos tradicionales, que requieren hasta 20 días. Estudios adicionales mostraron que las 

CME que sobre expresaban Parkina, y que fueron expuestas a la neurotoxina, 6OHDA, 

disminuyeron la expresión de marcadores moleculares relacionados con la producción de 

EO y muerte celular por apoptosis. Estas observaciones   indicaron que la parkina posee 

efectos antioxidantes y neuroprotectores (378). Así mismo, en experimentos con células 

semejantes a neuronas dopaminérgicas derivadas de CME, se recrearon in vitro los efectos 

de la neurotoxina rotenona, demostrando que las células responden a la neurotoxina 

generando estrés oxidativo y muerte neuronal, eventos que fueron inhibidos por un inhibidor 

de la quinasa LRRK2 (235). En conjunto, estos resultados confirman que las CME son un 

modelo excelente para estudiar la EP y representan una valiosa fuente celular para la terapia 

regenerativa en esta enfermedad. Estos resultados sugieren que los precursores neuronales 

generados podrían utilizarse en terapias de reemplazo in vivo y en estudios in vitro a gran 

escala para la selección de fármacos (514). 

Por lo tanto, las CME se han convertido en una atractiva e innovadora alternativa en el 

modelamiento de los procesos de neurodegeneración en la EP, debido a su alta capacidad de 

transdiferenciación a neuronas (235, 514, 515). 
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CAPITULO 4: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN  

 

La EP es el primer trastorno neurodegenerativo del movimiento más común en el mundo y 

la primera enfermedad responsable de las alteraciones del movimiento (516). En los últimos 

años la EP se ha convertido en el desorden neurodegenerativo con mayor crecimiento en la 

población debido a que el número de personas que padecen esta enfermedad se ha duplicado 

superando los 6 millones y se estima que para el 2040 esta cifra incrementaría de la misma 

forma alcanzando los 12 millones de personas llegándose a considerar como una Pandemia 

(517). En Colombia, de acuerdo con la Asociación Colombiana de Neurología (ACN), se 

han reportado 220.000 casos en el país, siendo la mayoría procedentes del departamento de 

Antioquia (518). La EP se ha convertido en un problema importante de salud pública, con 

una prevalencia de 101 individuos por cada 100,000 habitantes (23). Este trastorno, se 

manifiesta con alteraciones motoras que incluyen Bradicinesia (movimientos lentos), 

acinesia (dificultad para el movimiento), temblor en reposo, rigidez muscular y desequilibrio 

postural, y por la muerte progresiva de las neuronas dopaminérgicas (DAergicas) en la 

sustancia nigra pars compacta (SNpc) (27) lo cual conlleva a deterioro motor y cognitivo 

con una evolución de 8 a 15 años posterior a su diagnóstico (519). Por lo tanto, este trastorno 

constituye un grave problema social y económico para las familias de los pacientes que la 

padecen y para el sistema de salud del departamento de Antioquia y del país.  

 

El estudio del EP es relevante para el departamento de Antioquia a causa de que, en el, se 

presentan casos de la EP sin causa aparente denominados esporádicos (520) y casos 

genéticos como la EP temprana denominada EP juvenil autosómica recesiva (EPJAR) en 

menores de 40 años (22, 139-141). La EPJAR, es causada por la presencia de la mutación 

C212Y en el gen PRKN reportada en familias principalmente provenientes del municipio de 

Peque, ubicado al noroccidente y de la capital-Medellín. La situación es aún más dramática, 

debido a que la EPJAR que afecta a esta población, se manifiesta desde los 12 años que 

corresponde a la edad juvenil y productiva (139-141). Adicional a esta forma clínica 

temprana, se ha reportado mutaciones en la quinasa repetida rica en leucina 2 (LRRK2, 

mutación G2019S, (521) y en el gen de la GBA que codifica para la enzima 

glucocerebrosidasa una nueva mutación la K198E, y otras mutaciones L444P y la N370S, 

(522). Todos estos datos y estudios epidemiológicos y poblacionales sugieren que otras 

mutaciones pueden causar EPF en el departamento de Antioquia que aumentan aún más la 

incidencia y el número de pacientes para los próximos 10 años creando una alta carga 

económica y social en nuestra región, país y en el mundo (518, 523, 524).  

 

A pesar de los numerosos estudios moleculares de la EP en modelos in vitro e in vivo y de 

los estudios clínicos realizados en búsqueda de terapias efectivas, hasta el presente, no 

existen medicamentos efectivos, asequibles, que no presenten efectos secundarios y que 

curen la enfermedad (525). Esta situación, puede deberse a que aún no se conocen con 
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precisión las causas, ni se han dilucidado con exactitud los mecanismos de señalización que 

conducen a la muerte neuronal, ni el papel de la supresión del LRRK2 en la EP. Más aún, 

todavía no existe un modelo que reproduzca completamente la neuropatología de la EP. Es 

por esto que el desarrollo de un modelo in vitro neuronal, constituye una excelente 

herramienta experimental que permitirá estudiar y esclarecer los mecanismos moleculares 

implicados en esta patología, aportando a su vez, al diseño de estrategias terapéuticas útiles, 

eficaces, personalizadas y accesibles  a la población afectada  en la región de Antioquia y 

para cualquier persona  en general que padezca EPF  y poder extrapolar estos hallazgos a 

nivel mundial en las formas de EP esporádicas.  

 

Las células madre mesenquimales (CME) son células no-hematopoyéticas, multipotentes las 

cuales han ganado atención en las últimas décadas gracias a sus ventajas comparadas con 

otras células madre. De hecho, las CME presentan baja inmunogenicidad, no tienen riesgo 

de formación teratomas, y no tienen problemas éticos para su utilización experimental. Otra 

ventaja, es su uso potencial para la Medicina personalizada, dado que las CME pueden 

recolectarse del mismo individuo o paciente, sin riesgo de respuesta inmune. Además, las 

CME tienen una muy baja probabilidad de ser tumorogénicas después de su trasplante en 

Pacientes o animales (526, 527). Curiosamente, las CME expresan marcadores genéticos y 

proteicos neuronales y DAérgicos, cuando son expuestas a una mezcla de factores de 

crecimiento y productos químicos tales como Sonic Hedgehog (SHH), factor de crecimiento 

de fibroblastos (FGF) 2, FGF8 y FGF básico (bFGF), factor neurotrófico derivado del 

cerebro (BDNF), Forskolina, ácido retinoico (RA)(511, 528-531). Recientemente, hemos 

logrado un “coctel de factores” de transdiferenciación de CME en células nerviosas (514). 

Esta aproximación experimental nos ha permitido demostrar que la inhibición farmacológica 

con el inhibidor PF475 confiere resistencia a neuronas contra los efectos tóxicos de ROT 

(235).  

 

Así mismo, la LRRK2, una quinasa, también conocida como dardarina (de la palabra vasca 

"dardara" que significa temblar), es una enzima codificada por el gen PARK8 (250), del cual 

se han reportado 127 variantes (532). La proteína LRRK2 contiene dos dominios 

enzimáticos, un dominio GTPasa y un dominio quinasa y múltiples dominios de interacción 

proteína-proteína incluyendo una repetición rica en leucina (LRR), una repetición WD40 y 

un dominio repetido específico LRRK2(201). Se cree que los dominios de interacción 

LRRK2 sirven como módulos de unión a proteínas en los que LRRK2 actúa como un 

andamio de señalización. De hecho, las mutaciones patógenas de LRRK2 se centran en los 

dominios enzimáticos LRRK2 (533). Por tanto, la actividad enzimática de LRRK2 es 

importante en la EP. La mutación LRRK2 más prevalente, G2019S, está dentro del dominio 

quinasa. Representa el 5-6% de los pacientes con EP autosómica dominante y ~ 1% de la EP 

esporádica de inicio tardío. Efectivamente, en Colombia esta mutación también se ha 

identificado (521, 534). 
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Investigaciones en sistemas biológicos in vitro e in vivo sugieren que el LRRK2 está 

involucrado en diversas vías y señalización celular, incluyendo la regulación de la traducción 

de proteínas, el tráfico de vesículas, el crecimiento de las neuritas, la autofagia, la dinámica 

del citoesqueleto, y muerte neuronal (535, 536). Numerosos modelos de estudio de EP se 

han desarrollado para estudiar la función de la LRRK2 desde la levadura a los invertebrados 

como Drosophila y C. elegans, y roedores (537).  Específicamente, Drosophila tiene un 

homólogo humano LRRK2, denominado Lrrk (FLYBASE: FBgn0038816), y los residuos 

amino-acidicos afectados por las mutaciones causantes de EP en LRRK2 (v.gr. G2019S) se 

conservan en la mosca Lrrk. De hecho, para estudiar la función de Lrrk endógena de tipo 

salvaje (WT), Drosophila Lrrk knock-out (KO, o nulos) han sido generados (538-542).  

Interesantemente, varias investigaciones concuerdan en que la mosca mutante Lrrk nulas se 

desarrollan normalmente con un ciclo de vida normal, con un número/grupo y patrón de las 

neuronas DAergicas normal comparados con moscas no mutadas (352, 539, 540, 542). Más 

aún, las moscas dLrrk nulas son relativamente resistentes a la oxidación estrés oxidativo 

generado por tratamiento con PQ y H2O2, en comparación con las moscas silvestres (352, 

540). Tomadas estas observaciones en conjunto, sugieren que, primero, Lrrk no es necesaria 

para la supervivencia de neuronas DAergicas en moscas, siendo estos hallazgos consistentes 

con el fenotipo en ratones LRRK2 nulos (v.gr. cepas de ratón C57BL/6-Lrrk2(tm1Mjfa) /J; 

B.6129X1(FVB)-Lrrk2(tm1.1Cai)/J), y segundo, la toxicidad LRRK2 obedece a un 

mecanismo de ganancia de función y no de pérdida de función. Compatible con esta idea, 

hemos propuesto que el LRRK2 /Lrrk está involucrado en señalización de muerte neuronal 

(235). Por lo tanto, su inhibición farmacológica o la supresión total de la expresión de 

LRRK2 silvestre podría ser una alternativa terapéutica en individuos expuestos a agentes 

estresantes (v.gr. agricultores a pesticidas (543) o individuos con un riesgo genético alto de 

padecer EP (v.gr. deficientes en la proteína DJ-1(150), Parkina (139). El propósito de esta 

investigación es evaluar esta hipótesis en modelos in vitro de la EP, y adicionalmente, 

evaluar inhibidores farmacológicos del LRRK2 (v.gr. PF-475), y antioxidantes de origen 

natural como el extracto metanólico de la cáscara de Persea americana var. Colin Red). 

 

Recientemente, han surgido innovadoras herramientas de edición génica incluyendo las 

nucleasas CRISPR/cas (del inglés: clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats–associated nucleases) como métodos eficaces no solo para generar modelos in vitro 

e in vivo de enfermedades neurodegenerativas, sino también como herramientas para el 

estudio de los mecanismos neuropatológicos de estos trastornos y en la búsqueda de terapias 

potenciales a través de la edición de secuencias específicas en genes alterados para recuperar 

la función y conectividad en las áreas del cerebro afectadas en estos pacientes (34-36).  En 

este contexto, el uso de CRISPR/cas para la generación de un modelo in vitro con la 

supresión del LRRK2 surge como una aproximación valiosa para el estudio de los 

mecanismos de señalización de este gen asociados al desarrollo de la EP (448). 
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Por todo lo anteriormente expuesto, es necesario realizar investigaciones que contribuyan al 

esclarecimiento etiológico de la enfermedad, que identifiquen los eventos celulares y 

moleculares causales del deterioro neuronal, pero aún más crítico que revelen dianas 

terapéuticas que contribuirían de manera importante con el avance hacia el desarrollo de un 

tratamiento eficaz que logre detener el curso de la EP. Por lo tanto, es justificable evaluar el 

efecto de la inhibición farmacológica y /o la supresión del LRRK2 (nulo) y compuestos 

naturales con potencial antioxidante. La presente investigación reporta por primera vez el 

establecimiento de un protocolo implementado para la alta producción de neuronas 

dopaminérgicas como modelo de estudio de la EP , la evaluación de la supresión del gene 

LRRK2 (nulo), la inhibición farmacológica en células nerviosas derivadas de células 

madre mesenquimales (CME) así como el uso de moléculas con potencial antioxidante, 

que podrían constituir una terapia potencial contra el estrés oxidativo y la muerte 

neuronal  en células nerviosas, como modelo de la Enfermedad de Parkinson familiar 

autosómica dominante. 
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4.1. OBJETIVOS TRABAJO DE INVESTIGACION  

4.1.1. OBJETIVO GENERAL  

 

Evaluar el efecto de la inhibición génica, farmacológica de LRRK2 y sustancias con 

potencial antioxidante en modelos celulares de la Enfermedad de Parkinson (EP). 

4.1.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS PARTE 1: SUPRESIÓN GÉNICA DE LRRK2 

EN CÉLULAS HEK293 

 

1. Obtener y caracterizar células HEK293 Wild-Type (WT) y con la supresión del 

LRRK2 (LRRK2-KO) en función de la expresión de la LRRK2.  

2. Evaluar el efecto de la supresión génica del LRRK2 (LRRK2-KO) en términos de los 

marcadores neuropatológicos (pS935-LRRK2), EO (DJ-1Ox), ΔΨm; muerte neuronal 

(p-cJun, PUMA, caspasa-3), Fragmentación del DNA y marcadores mitocondriales 

(niveles de PRKN, TOM20, PINK, DRP1). 

 

4.1.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS PARTE 2: LAS NEURONAS 

DOPAMINÉRGICAS DERIVADAS DE CME-GW-CU y SM COMO MODELO 

PARA EL ESTUDIO Y DISEÑO TERAPÉUTICO EN LA EP (SUPRESIÓN 

FARMACOLÓGICA DE LRRK2 EN ESTE MODELO) 

 

2. Estudiar el efecto del inhibidor PF-475 (PF-06447475) en neuronas WT a partir de CME-

GW-CU, expuestas a prooxidantes (rotenona (ROT)/ y /o paraquat (PQ)/ maneb MB).  

en términos de los marcadores neuropatológicos muerte neuronal marcadores 

neuropatológicos (pS935-LRRK2), EO (DJ-1Ox), ΔΨm; y de muerte neuronal (PUMA, 

caspasa-3, Fragmentación del DNA).  

 

3. Evaluar los efectos del antioxidante del Extracto de aguacate (Colinred extract, CRE) en 

cultivos neuronales en ausencia o presencia del paraquat/ maneb y/o el inhibidor PF-475, 

en función de los niveles de los marcadores neuropatológicos (pS935-LRRK2), EO (DJ-

1Ox), de muerte neuronal (PUMA, caspasa-3) y funcionalidad del flujo de Ca+ 

intracelular. 

 

4. Obtener y caracterizar neuronas dopaminérgicas (NDAs) a partir de CME-SM en función 

de marcadores neuronales (βIITUB, MAP2, NFL), gliales (GFAP), dopaminérgicos (TH, 

DAT) y funcionales (Ca+).  
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6.  Evaluar el efecto de la rotenona en NDAs en términos de los marcadores 

neuropatológicos (pS935-LRRK2, pS129-αSyn), EO (DJ-1Ox), ΔΨm; muerte neuronal 

(caspasa-3),  marcadores mitocondriales (niveles de PRKN, TOM20, PINK, DRP1) y de 

autofagia (LC3B lipidado , acidificación lisosomal). 

7.  Evaluar el efecto del inhibidor PF-475, en NDAs expuestas a rotenona  en términos de 

los marcadores neuropatológicos ( pS935-LRRK2, pS129-α Sinucleina), EO (DJ-1Ox),  

muerte neuronal (caspasa-3), y de autofagia (LC3B lipidado, acidificación lisosomal). 

 

4.2. HIPÓTESIS GENERAL 

 

La inhibición génica y farmacológica del LRRK2 y el uso de extractos de plantas con 

potencial antioxidante logran revertir la muerte celular por apoptosis y la autofagia inducida 

en modelos celulares bajo un estímulo de estrés oxidativo. 

 

4.3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

1) ¿Pueden las células HEK293 y las neuronas dopaminérgicas (NDAs) derivadas de CME 

emplearse como modelos celulares in vitro, para el estudio de los mecanismos moleculares  

del LRRK2 asociados al desarrollo de la EP?  

2) ¿Constituye la inhibición génica y farmacológica del gene LRRK2  y el uso de moléculas 

con potencial antioxidante, terapias potenciales contra el estrés oxidativo, la autofagia y la 

apoptosis en la EP? 

 

CAPITULO 5: DESARROLLO DE LA INVESTIGACIÓN PARTE 1: SUPRESIÓN 

GÉNICA DEL LRRK2 EN CÉLULAS HEK293T 

 

5.1. Introducción véase parágrafo introducción de: Quintero-Espinosa D, Sanchez-

Hernandez S, Velez-Pardo C, Martin-Molina F, Jimenez-Del-Rio M, LRRK2 Knockout 

Confers Resistance in HEK-293 Cells to Rotenone-Induced Oxidative Stress, Mitochondrial 

Damage, and Apoptosis. Int J Mol Sci. 2023 Jun 22;24(13):10474. doi: 

10.3390/ijms241310474. 
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5.2. Materiales y métodos véase parágrafo materiales y métodos de: Quintero-Espinosa D, 

Sanchez-Hernandez S, Velez-Pardo C, Martin-Molina F, Jimenez-Del-Rio M, LRRK2 

Knockout Confers Resistance in HEK-293 Cells to Rotenone-Induced Oxidative Stress, 

Mitochondrial Damage, and Apoptosis. Int J Mol Sci. 2023 Jun 22;24(13):10474. doi: 

10.3390/ijms241310474. 

 

5.3. Resultados véase parágrafo resultados de: Quintero-Espinosa D, Sanchez-Hernandez 

S, Velez-Pardo C, Martin-Molina F, Jimenez-Del-Rio M, LRRK2 Knockout Confers 

Resistance in HEK-293 Cells to Rotenone-Induced Oxidative Stress, Mitochondrial 

Damage, and Apoptosis. Int J Mol Sci. 2023 Jun 22;24(13):10474. doi: 

10.3390/ijms241310474. 

 

5.4. Discusión véase parágrafo Discusión de: Quintero-Espinosa D, Sanchez-Hernandez S, 

Velez-Pardo C, Martin-Molina F, Jimenez-Del-Rio M, LRRK2 Knockout Confers 

Resistance in HEK-293 Cells to Rotenone-Induced Oxidative Stress, Mitochondrial 

Damage, and Apoptosis. Int J Mol Sci. 2023 Jun 22;24(13):10474. doi: 

10.3390/ijms241310474. 

 

CAPITULO 6 DESARROLLO DE LA INVESTIGACIÓN PARTE 2 : LAS 

NEURONAS DOPAMINÉRGICAS DERIVADAS DE CME-GW-CU y SM  COMO 

MODELO PARA EL ESTUDIO Y DISEÑO TERAPÉUTICO EN LA EP 

(SUPRESIÓN FARMACOLÓGICA DE LRRK2 EN UN ESTE MODELO) 

OBJETIVOS 3 Y 4 

 

6.1. Introducción véase parágrafo introducción de: Quintero-Espinosa DA, Ortega-

Arellano HF, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Phenolic-rich extract of avocado Persea 

americana (var. Colinred) peel blunts paraquat/maneb-induced apoptosis through blocking 

phosphorylation of LRRK2 kinase in human nerve-like cells. Environ Toxicol. 2022 

Mar;37(3):660-676. doi: 10.1002/tox.23433. Epub 2021 Dec 12. PMID: 34897981. 

 

6.2. Materiales y método véase parágrafo materiales y métodos de: Quintero-Espinosa 

DA, Ortega-Arellano HF, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Phenolic-rich extract of 

avocado Persea americana (var. Colinred) peel blunts paraquat/maneb-induced apoptosis 

through blocking phosphorylation of LRRK2 kinase in human nerve-like cells. Environ 

Toxicol. 2022 Mar;37(3):660-676. doi: 10.1002/tox.23433. Epub 2021 Dec 12. PMID: 

34897981. 
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6.3. Resultados véase parágrafo resultados de: Quintero-Espinosa DA, Ortega-Arellano 

HF, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Phenolic-rich extract of avocado Persea 

americana (var. Colinred) peel blunts paraquat/maneb-induced apoptosis through blocking 

phosphorylation of LRRK2 kinase in human nerve-like cells. Environ Toxicol. 2022 

Mar;37(3):660-676. doi: 10.1002/tox.23433. Epub 2021 Dec 12. PMID: 34897981. 

 

6.4. Discusión véase parágrafo discusión de: Quintero-Espinosa DA, Ortega-Arellano HF, 

Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Phenolic-rich extract of avocado Persea americana 

(var. Colinred) peel blunts paraquat/maneb-induced apoptosis through blocking 

phosphorylation of LRRK2 kinase in human nerve-like cells. Environ Toxicol. 2022 

Mar;37(3):660-676. doi: 10.1002/tox.23433. Epub 2021 Dec 12. PMID: 34897981. 

 

CAPITULO 7:  DESARROLLO DE LA INVESTIGACIÓN PARTE 3 

TRANSDIFERENCIACIÓN DE CME-SM A NEURONAS DOPAMINERGICAS 

COMO MODELO PARA EL ESTUDIO Y DISEÑO TERAPÉUTICO EN LA EP 

OBJETIVOS 5,6 Y 7. 

7.1. Introducción véase parágrafo introducción de: Quintero-Espinosa D, Soto-Mercado V, 

Quintero-Quinchia C, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Latent Tri-

lineage Potential of Human Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells Revealed 

by Specific In Vitro Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021 Oct;58(10):5194-5209. doi: 

10.1007/s12035-021-02442-6. Epub 2021 Jul 16. PMID: 34269964. 

Quintero-Espinosa D, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. High Yield of Functional 

Dopamine-like Neurons Obtained in NeuroForsk 2.0 Medium to Study Acute and Chronic 

Rotenone Effects on Oxidative Stress, Autophagy, and Apoptosis. Int. J. Mol. Sci. 2023, 

24(21), 15744. 

7.2. Materiales y métodos véase parágrafo materiales y métodos de: Quintero-Espinosa D, 

Soto-Mercado V, Quintero-Quinchia C, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-

Rio M. Latent Tri-lineage Potential of Human Menstrual Blood-Derived Mesenchymal 

Stromal Cells Revealed by Specific In Vitro Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021 

Oct;58(10):5194-5209. doi: 10.1007/s12035-021-02442-6. Epub 2021 Jul 16. PMID: 

34269964. 

Quintero-Espinosa D, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. High Yield of Functional 

Dopamine-like Neurons Obtained in NeuroForsk 2.0 Medium to Study Acute and Chronic 

Rotenone Effects on Oxidative Stress, Autophagy, and Apoptosis. Int. J. Mol. Sci. 2023, 

24(21), 15744. 
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7.3. Resultados véase parágrafo resultados de: Quintero-Espinosa D, Soto-Mercado V, 

Quintero-Quinchia C, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Latent Tri-

lineage Potential of Human Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells Revealed 

by Specific In Vitro Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021 Oct;58(10):5194-5209. doi: 

10.1007/s12035-021-02442-6. Epub 2021 Jul 16. PMID: 34269964. 

 

Quintero-Espinosa D, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. High Yield of Functional 

Dopamine-like Neurons Obtained in NeuroForsk 2.0 Medium to Study Acute and Chronic 

Rotenone Effects on Oxidative Stress, Autophagy, and Apoptosis. Int. J. Mol. Sci. 2023, 

24(21), 15744. 

 

7.4. Discusión véase parágrafo discusión de: Quintero-Espinosa D, Soto-Mercado V, 

Quintero-Quinchia C, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Latent Tri-

lineage Potential of Human Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells Revealed 

by Specific In Vitro Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021 Oct;58(10):5194-5209. doi: 

10.1007/s12035-021-02442-6. Epub 2021 Jul 16. PMID: 34269964. 

 

Quintero-Espinosa D, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. High Yield of Functional 

Dopamine-like Neurons Obtained in NeuroForsk 2.0 Medium to Study Acute and Chronic 

Rotenone Effects on Oxidative Stress, Autophagy, and Apoptosis. Int. J. Mol. Sci. 2023, 

24(21), 15744. 

 

CAPITULO 8: DISCUSIÓN GENERAL 

 

La EP es una entidad clínica multifactorial en la que convergen factores genéticos- 

ambientales y se caracteriza neuropatológicamente por pérdida neuronal, disfunción 

mitocondrial, sináptica y EO. En un esfuerzo por explicar la interacción de todos estos 

factores y recrear las características neuropatológicas de la enfermedad, se han propuesto 

varios modelos de estudio celulares, estrategias y metodologías moleculares (441, 544, 545). 

A pesar de estos avances, la relación de estos factores y su asociación con el desarrollo de la 

EP no han sido estudiados en modelos unificados empleando las estrategias de supresión 

génica, ni farmacología del LRRK2.  Mas aún, aunque se ha propuesto la hipótesis que el 

EO podría ser uno de los factores desencadenantes asociados al LRRK2 los mecanismos de 

señalización de la neurodegeneración por los cuales el EO y el LRRK2 (245) podría inducir 

toxicidad y muerte neuronal aún no son conocidos completamente, ni tampoco las dianas 

terapéuticas. 

Este trabajo reporta por primera vez el uso de las células HEK293 como modelo in vitro con 

la inhibición genética del LRRK2 por CRISPR/Cas 9, como una herramienta valiosa para el 

estudio de la EP. En este contexto, las células HEK-293 ofrecen varias ventajas para el 



93 
 

estudio de la EP: i) desde el aspecto técnico, son fáciles de cultivar, no requieren de 

condiciones especiales, crecen rápidamente, pueden ser transfectadas fácilmente por 

diferentes métodos (v.gr. electroporación, nucleofección) y su análisis de evaluación 

cuantitativa es rápida y   reproducible; ii) desde el aspecto del desarrollo, las células HEK-

293 comparten el mismo origen embrionario con  las neuronas, se derivan de la misma línea 

precursora; esto significa que los procesos biológicos fundamentales y sus mecanismos 

reguladores (es decir, transcripción, traducción, plegamiento y tráfico de proteínas) son muy 

similares, pero no idénticos. De hecho, las células HEK-293 fueron generadas en 1970, a 

partir de células embrionarias normales de riñón humano (HEK) con ADN de adenovirus 5 

cizallado. Estas mostraron rasgos típicos de neuronas inmaduras, como, por ejemplo, la 

expresión de las subunidades del neurofilamento (NF) NF-L, NF-M, NF-H, de la alfa-

internexina, de la vimentina, de las queratinas 8 y 18, y también revelaron la expresión de 

ARNm específicos de muchos otros genes que se expresan normalmente en las células del 

linaje neuronal (460). Basándose en estas observaciones, la HEK293 puede considerarse un 

modelo de línea celular neuronal humana. Por lo tanto, células HEK 293 proporcionan una 

aproximación razonable para abordar numerosas cuestiones de biología básica de la EP. 

Específicamente, dado que LRRK2 es un gen evolutivo bien conservado (546), las células 

HEK-293 han sido utilizadas para identificar sustratos moleculares de esta quinasa (547) y 

para estudiar el análisis funcional de las mutaciones de LRRK2 (468, 548). Además, dado 

que las células HEK-293 han demostrado un claro perfil de respuesta transcripcional pro-

apoptótico en neuronas sometidas a apoptosis (549) y mostraron elementos de autofagia 

mecánicamente similares a los expresados en neuronas DAérgicas (550), estas observaciones 

sugieren que las células HEK-293 podrían ser adecuadas para estudios celulares y 

moleculares de la EP, como se reporta en el presente trabajo. 

Sin embargo, las células HEK-293 presentan al menos dos limitaciones principales. Primero, 

las células HEK-293 han sido resistentes a su transdiferenciación en neuronas 

dopaminérgicas. En segundo lugar, estas células no expresan de forma endógena marcadores 

del linaje dopaminérgico como la tirosina hidroxilasa (TH), que cataliza la hidroxilación de 

L-tirosina en L-DOPA (l-3,4-dihidroxifenilalanina), el paso que limita la síntesis de 

dopamina (DA), o el transportador de dopamina humano (hDAT). Cabe destacar que esta 

limitación en un contexto científico específico podría convertirse en una ventaja. De hecho, 

las células HEK-293 se han utilizado para expresar ectópicamente hDAT para estudiar, por 

ejemplo, el efecto tóxico del MPTP (464), así como la función de receptores dopaminérgicos, 

por ejemplo, D1 (551) y/o D5 (552). De hecho, la elección de un modelo celular específico 

como las células HEK-293 conlleva el requisito de centrarse en un aspecto de la enfermedad, 

por ejemplo, el efecto de factores ambientales (exposición a pesticidas como la rotenona) y 

genéticos (supresión de genes asociados al EP-AD como LRRK2), ignorando otros, por 

ejemplo, los efectos de la astroglía y la microglía en las neuronas expuestas a la rotenona tal 

y como ocurre in vivo (553).  
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Como alternativa ante estas limitaciones, el modelo de enfermedad basado en células 

semejantes a neuronas derivadas de células mesenquimales estromales proporciona una 

excelente plataforma para la comprensión de los mecanismos de las enfermedades 

neurodegenerativas humanas (554) y el descubrimiento potencial de terapias innovadoras 

(555). Dado que las neuronas humanas de sujetos vivos no suelen estar al alcance de los 

investigadores, existe una necesidad apremiante de una fuente de neuronas humanas 

auténticas en condiciones óptimas de cultivo que permita modelar la neurodegeneración in 

vitro.  

Recientemente, nuestro laboratorio ha desarrollado un medio de cultivo original conocido 

como NeuroForsk, para obtener neuronas de tipo dopaminérgico (NDAs), de Células 

mesenquimales estromales de gelatina de Wharton de cordón umbilical (CME-GW-CU) 

(235, 499) y Células mesenquimales estromales de sangre menstrual CME-SM.  A partir de 

este medio, hemos logrado implementar las condiciones de cultivo y desarrollar el medio 

NeuroForsk 2.0, que nos permitió aumentar el porcentaje de un 26 -30 % a un 70% de células 

positivas `para los marcadores de neuronales dopaminérgicos (NDAs) TH+ y DAT+ a partir 

de células mesenquimales estromales de Sangre menstrual (CME-SM) transdiferenciadas. 

Adicionalmente, las NDAs presentaron funcionalidad de influjo de calcio en presencia de la 

dopamina a los 7 días de cultivo celular.  

La suplementación de NeuroForsk con los factores más comúnmente reportados, como 

FGFb, BDNF, la hormona melatonina, y un agonista sintético de la purmorfamina, dieron 

lugar a una nueva marca de medio NeuroForsk 2.0. Efectivamente, FGFb y BDNF 

desempeñan un papel crucial en la supervivencia y diferenciación terminal de las neuronales 

durante el desarrollo (556, 557), mientras que la purmorfamina activa la vía Hedgehog (Hh) 

dirigiéndose a Smoothened, un componente crítico de la vía de señalización Hh (558). De 

hecho, la señalización Hh es un importante regulador del patrón embrionario, la regeneración 

de tejidos y la renovación de células madre (558) y la melatonina mejora la diferenciación y 

el injerto de células madre neurales al aumentar la función mitocondrial (350). 

En comparación con otros protocolos, en los que el rendimiento de neuronas DA TH+ 

derivadas de hPSCs fue entre el 50% y el 85% (559-561) o de neuronas DA TH+ derivadas 

de hMSCs fue entre el 23% y el 59% (499, 562), la producción de ∼70% de NDAs 

TH+/DAT+ a partir de MenSCs en 7 días convierte a NeuroForsk2.0 en un medio ahorrador 

de tiempo, económico y fiable para obtener NDAs. Además, comparado con el medio de 

cultivo habitual (RCm), el medio NeuroForsk 2.0 produjo un 590% de NDAs TH+/DAT+, 

mientras que NeuroForsk generó células TH+/DAT+ en un 140%. Aún más interesante, las 

NDAs transdiferenciadas en medio NeuroForsk 2.0 respondieron a estímulos con el 

neurotransmisor dopamina (DA), mostrando dos cambios máximos de fluorescencia (∆F/F) 

de afluencia transitoria de Ca2+ transitorio. Esta observación sugiere que los NDAs son 

funcionales, muy probablemente con la participación de D2 y la afluencia de Ca2+ a través 

de canales de voltaje de tipo L (563). Sorprendentemente, las CME-SM cultivadas en medio 
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RCm y NB B27TM no respondieron a estímulos DA. En conjunto estas observaciones 

sugieren que el medio NeuroForsk 2.0 es muy eficaz para producir células específicas, es 

decir, NFL-positivas, y funcionales, NDAs que responden al Ca2+ in vitro. Estos modelos 

desarrollados sirvieron de plataforma para el estudio de mecanismos moleculares asociados 

a los procesos de neurodegeneración asociados a la EP, principalmente el EO. 

Durante la última década, se han sugerido varias hipótesis, incluida la del EO, que tratan de 

explicar la etiología y neuropatología de la EP. Por definición, el EO es una consecuencia 

de la sobreproducción o la eliminación inadecuada de ROS en las células, causando un 

deterioro del equilibrio oxidante-antioxidante en el cuerpo que puede conducir a daños no 

específicos en diferentes biomoléculas celulares como proteínas, lípidos y ácidos. De hecho, 

el EO como hipótesis es la que ha tenido una mayor aceptación en la comunidad científica, 

porque ha logrado explicar las posibles causas del daño neuronal y la degeneración 

DAérgica, al evidenciar daños oxidativos localizados y sistémicos provocadas por ROS y 

RL en los modelos de estudio de la EP (564). 

Varios de estos mecanismos moleculares de muerte neuronal inducidos por estrés oxidativo 

han sido dilucidados por diversos equipos de investigación, incluido el nuestro (32, 269, 344, 

375, 565-568). De hecho, se han detallado exhaustivamente que varias moléculas, entre las 

que se encuentran la dopamina, la serotonina y sus neurotoxinas correspondientes (6OHDA; 

5,6 y 5,7-dihidroxi-triptamina (5,6- y -5,7-DHT), el paraquat (PQ) y la rotenona, inducen 

apoptosis en modelos de enfermedad de Parkinson (EP), independientemente de su 

concentración y tiempo de exposición (378, 569-571) . Este proceso implica un mecanismo 

dependiente del estrés oxidativo (EO), que incluye varios pasos: i) generación de O2•- y 

H2O2 (572), ii) activación del factor nuclear kappa-B (NF-κB) y los factores de 

transcripción p53/c-Jun N-terminal quinasa (JNK) y c-Jun (180, 573, 574), iii) 

despolarización mitocondrial (575) y iv) activación de la caspasa-3 y el factor inductor de 

apoptosis (AIF) (576). Como resultado, in vitro se pueden observar v) la pérdida del 

potencial de membrana mitocondrial (↓ΔΨm) y vi) la morfología nuclear característica de la 

apoptosis, que incluye la condensación y fragmentación de la cromatina (259). Con base en 

lo anterior, se sugiere que el EO celular, específicamente el generado por procesos 

relacionados con alteraciones mitocondriales, constituye una de las principales causas del 

desencadenamiento de la muerte en las neuronas dopaminérgicas. 

En concordancia con estos hallazgos, en este trabajo reportamos que neurotoxinas como la 

rotenona (ROT) y el Paraquat (PQ), en combinación con el Maneb (PQ+MB) a través de la 

producción de H2O2, activaban la quinasa LRRK2 tanto en células HEK293, como en NDAs 

obtenidas de CME-SM y CME-GW, evidenciado por un alto porcentaje de p-S935-LRRK2. 

Sin embargo, aún se desconoce cómo el H2O2 activa la quinasa LRRK2. Una posibilidad es 

que el H2O2 active IKK (577) a través de la activación del complejo MEKK1/IKK (573). 

Una vez que IKK está activa, puede a su vez activar la quinasa LRRK2 por fosforilación en 

los residuos Ser910 y Ser935 (174). Este último residuo fosforilado (Ser935), se utilizó en 
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nuestro presente trabajo como marcador sustitutivo positivo de la actividad de LRRK2. Tras 

su activación, el LRRK2 contribuye a la señalización de la apoptosis mediante la activación 

de la quinasa de señalización de la apoptosis-1 (ASK-1, (273) o activando la proteína pro-

apoptogénica c-JUN a través de la MKK4/MAPK quinasa-JNK (180, 578). 

Aún más interesante, encontramos que la inhibición genética (células HEK 293 desprovistas 

de la proteína quinasa LRRK2 (LRRK2-KO)) al igual que la inhibición farmacológica 

(NDAs tratadas con el inhibidor de la fosforilación de LRRK2 PF-475, eran resistentes a la 

OS, el daño mitocondrial y la apoptosis inducidos por ROT.  De hecho, las células LRRK2 

KO expuestas a ROT casi no muestran signos de generación intracelular de ROS, según el 

análisis de células DCF+, ni de oxidación de la proteína sensor de estrés DJ-1-Cys106-SO3. 

Además, las células LRRK2 KO no muestran pérdida importante de ∆Ψm, activación 

significativa de los factores de transcripción c-JUN y TP53, activación de la proteína pro-

apoptótica BH3-only PUMA, del ejecutor CASP3, ni fragmentación nuclear. Cabe destacar 

que todos los marcadores de OS y apoptosis estaban ausentes de forma concomitante con p-

S935-LRRK2. 

Así mismo, las mitocondrias son orgánulos críticos en el proceso de toma de decisiones sobre 

la vida y la muerte celular (260). Es importante destacar que se ha demostrado que PRKN, 

una E3 ubiquitina ligasa (579), y PINK1 median en el control de calidad mitocondrial (580, 

581). Varios estudios han demostrado que tras una pérdida de ∆Ψm, la PRKN citosólica es 

reclutada a las mitocondrias por PINK1 (582, 583), a lo que sigue una estimulación de la 

autofagia mitocondrial (584). Además, se ha demostrado que LRRK2 atenúa la mitofagia 

dependiente de PINK1/PRKN de forma quinasa-dependiente, contribuyendo a la apoptosis 

(585), un fenómeno que podría ser deficiente en las células LRRK2 KO, aumentando así la 

supervivencia y la resistencia de las células frente a los estímulos del OS. En línea con estas 

observaciones, en el presente estudio descubrimos que las células HEK-293 LRRK2 WT 

expuestas a ROT mostraban una alta expresión tanto de PRKN como de PINK1, mientras 

que en ausencia de LRRK2 y H2O2, PRKN estaba regulada a la baja con un potencial 

mitocondrial inalterado, probablemente debido a su alta actividad mitocondrial PRX3 (11). 

Además, DRP-1 se localizó principalmente en el citoplasma, y la proteína mitocondrial 

TOM20 no se vio afectada, lo cual confirma la estrecha relación entre DRP1 y LRRK2 en 

la dinámica mitocondrial. 

En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que LRRK2 actúa como un desencadenante crítico 

en la muerte celular inducida por EO. De hecho, con nuestros hallazgos informamos por 

primera vez de que las células HEK-293 desprovistas de la proteína quinasa LRRK2 son 

resistentes a la EO, el daño mitocondrial y la apoptosis inducidos por ROT. Las células 

LRRK2 KO expuestas a ROT, casi no muestran signos de generación intracelular de ROS, 

según el análisis de células DCF+, ni de oxidación de la proteína sensor de estrés DJ-1-

Cys106-SO3. De manera que, LRRK2 actúa regulando proteínas mitocondriales (PINK1, 

PRKN, DRP-1 y PUMA) y factores de transcripción (c-JUN y TP53) (83). Por lo tanto, la 
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inhibición de la función de la quinasa LRRK2 es una estrategia terapéutica prometedora para 

el tratamiento de la EP. De hecho, demostramos que la CRE es un agente antioxidante 

(586)(62). Por lo tanto, no sólo la inhibición farmacológica de la quinasa, sino también la 

sustancia natural de los subproductos del aguacate podría ser una excelente fuente de 

moléculas antioxidantes coadyuvantes en el tratamiento de la EP.  

 

Figura 28. Principales hallazgos obtenidos con los diferentes modelos para el estudio de los mecanismos 

neuropatológicos de la EP con supresión genética, farmacológica de LRRK2 expuestos a ROT/PQ-MB o 

antioxidantes. Se evaluaron marcadores asociados a la apoptosis intrínseca en a. células HEK 293 WT y LRRK2 KO 

(PUMA, pS65-c-Jun, TP53) b. NLCs (PUMA), y c. en NDAs (CC3); donde se evidenció incremento (flechas hacia arriba) 

o disminución del marcador (flechas hacia arriba) de acuerdo a su exposición a agentes prooxidantes (ROT, PQ+MB), 

inhibidores de quinasa (Inhibidor de LRRK2 PF-475) o moléculas con potencial actividad antioxidante, como el extracto 

del endocarpio de Persea Americana var. Colin red CRE). 
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CAPITULO 9: CONCLUSIONES GENERALES  

 

Los resultados de este estudio muestran el establecimiento de modelos in vitro para el estudio 

de la EP  en los que reportamos por primera vez ; que 1) las células HEK293, en conjunto 

con la edición génica por CRISPR/cas, son un modelo in vitro valioso para el estudio del 

papel del LRRK2 en el desarrollo de la EP. Asimismo, se evidenció que 2) las CME-SM 

pueden transdiferenciarse en NDAs (~26%) cultivadas en medios NeuroForsk durante 7 días, 

los porcentajes de expresión proteica de TH (~ 29% +células), DAT (~ 33% +células), y (~ 

26% TH/DAT células doblemente positivas) encontrados en las NDAs son comparables o 

incluso superiores a los reportados previamente por otras investigaciones , como los 

obtenidos en células CME-GW-CU tras 7 días de diferenciación sólo con NeuroForsk.   

De igual forma, demostramos que 3) el medio NeuroForsk 2.0, es altamente eficiente en la 

producción de NDAs específicas y funcionales (70% TH+/DAT+) en 7 días, lo que garantiza 

su uso para estudios  in vitro. También logramos demostrar que 4) la supresión del LRRK2  

(HEK293 LRRK2-KO) e la inhibición farmacológica (PF-475) de la fosforilación de 

LRRK2,  ejerce un efecto protector frente a la apoptosis inducida por la ROT y que 5) el uso 

de moléculas con potencial antioxidante como el extracto metanólico de Persea Americana 

(CRE) en los modelos in vitro establecidos de las celulas semejantes a las neuronas 

dopaminérgicas CSNs (CME-GW-CU),  protege directamente mediante un mecanismo 

antioxidante e indirectamente mediante el bloqueo de la fosforilación de la quinasa LRRK2 

frente a los estímulos de EO inducido PQ/MB/ROT, en el que intervienen DJ-1, PUMA, 

CASP-3, la quinasa LRRK2, el daño mitocondrial, la fragmentación del ADN y la alteración 

de los receptores DA.  Por lo tanto, no sólo la inhibición genetica y farmacológica de la 

quinasa LRRK2 sino también la sustancia natural de los subproductos del aguacate  podría 

ser una excelente fuente para la estrategia de modificación de la enfermedad. 

Adicionalmente, 6) se evidencio que en el modelo de  NDAs sometidos a una exposición 

cronica de EO son más susceptibles de sufrir apoptosis que autofagia. Por lo cual, las 

estrategias terapeuticas  deben dirigirse a reducir o eliminar  la apoptosis más que la 

autofagia, como potencial tratamiento para la EP.  

Finalmente, en conjunto nuestros hallazgos sugieren que LRRK2 actúa como un 

desencadenante crítico en la muerte celular inducida por EO, regulando proteínas 

mitocondriales (por ejemplo, PINK1, PRKN, DRP-1 y PUMA) y factores de transcripción 

(por ejemplo, c-JUN y TP53). Por lo tanto, la edición del gen LRRK2 o el tratamiento 

farmacológico sintético o natural pueden proteger a las neuronas del deterioro en la EP. Por 

último, dado que la patogénesis de la EP es compleja, no completamente entendida, y las 

opciones terapéuticas son limitadas, elucidar la interacción entre  el EO, la apoptosis y la 

autofagia en la EP es esencial para desarrollar estrategias terapéuticas efectivas. 
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CAPITULO 10: APORTES Y PRODUCTOS CIENTÍFICOS 

 

Este trabajo aporta el establecimiento de dos nuevos modelos in vitro para el estudio de los 

marcadores neuropatológicos asociados al LRKK2 durante el desarrollo de la EP, la 

identificación de dianas y moléculas con potencial terapéuticos. De igual forma se aportó un 

protocolo implementado para la obtención de un alto porcentaje de neuronas dopaminérgicas 

a partir de CME-SM. Así mismo aporta al conocimiento de nuevas estrategias terapéuticas 

genéticas y farmacológicas de inhibición del LRRK2 para la EP y la utilización compuestos 

antioxidantes de origen natural como los extractos metanólicos de Persea americana 

(Aguacate). También aporta al conocimiento de los mecanismos de la modulación del estrés 

oxidativo y la muerte celular y autofagia en modelos in vitro (v.gr. células semejantes a 

neuronas humanas, CSNh, Neuronas Dopaminérgicas NDASs) en los modelos EP genética-

ambiental, empleando las neurotoxinas solas (v.gr. ROT) o en combinación PQ+MB y 

antioxidantes de origen natural. A su vez, los hallazgos de esta investigación han contribuido 

al desarrollo y establecimiento de protocolos de edición génica y de experimentación. Como 

productos de esta investigación, se cuenta con 4 publicaciones originales, tituladas:  

i) Quintero-Espinosa, D.A.; Velez-Pardo, C.; Jimenez-Del-Rio, M. High Yield of 

Functional Dopamine-like Neurons Obtained in NeuroForsk 2.0 Medium to 

Study Acute and Chronic Rotenone Effects on Oxidative Stress, Autophagy, and 

Apoptosis. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 15744. 

https://doi.org/10.3390/ijms242115744. 

ii) Quintero-Espinosa DA, Sanchez-Hernandez S, Velez-Pardo C, Martin F, 

Jimenez-Del-Rio M. LRRK2 Knockout Confers Resistance in HEK-293 Cells to 

Rotenone-Induced Oxidative Stress, Mitochondrial Damage, and Apoptosis. Int 

J Mol Sci. 2023 Jun 22;24(13):10474. doi: 10.3390/ijms241310474. 

iii) Quintero-Espinosa DA, Ortega-Arellano HF, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio 

M. Phenolic-rich extract of avocado Persea americana (var. Colinred) peel blunts 

paraquat/maneb-induced apoptosis through blocking phosphorylation of LRRK2 

kinase in human nerve-like cells. Environ Toxicol. 2022 Mar;37(3):660-676. doi: 

10.1002/tox.23433.  

iv) Quintero-Espinosa D, Soto-Mercado V, Quintero-Quinchia C, Mendivil-Perez 

M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Latent Tri-lineage Potential of Human 

Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells Revealed by Specific In 

Vitro Culture Conditions. Mol Neurobiol 2021;58(10):5194-5209.  

v) Quintero-Espinosa D, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. LRRK2 kinase 

inhibitor PF-06447475 protects Drosophila melanogaster against paraquat-

induced locomotor impairment, life span reduction, and oxidative stress. 

Neurochem. Res. Accepted 

https://doi.org/10.3390/ijms242115744
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De igual forma, la realización de este estudio contribuyó a la estandarización de diferentes 

técnicas de laboratorio, las cuales quedaron registradas en protocolos de extensivo uso y 

aplicación para estudiantes de pregrado, maestría y doctorado del área temática 

Enfermedades neurodegenerativas, Neuroquímica y Biología Molecular del grupo de 

Neurociencias. 

- Protocolo para la obtención de Células Mesenquimales Estromales a partir de Sangre 

Menstrual. 

- Protocolo diseño y análisis de ARN guías para Knock out (KO) y Knock in (KI) de genes 

por CRISPR/Cas9. 

- Protocolo para la nucleofección de Células Mesenquimales Estromales y células HEK 293 

 

Así mismo, los hallazgos de esta investigación han contribuido al desarrollo de nuevos 

trabajos de investigación en el grupo de neurociencias de Antioquia, enfocados en estudiar 

mecanismos de autofagia y su relación con genes de riesgo en la EP como el GBA en el 

modelo de células HEK 293 KO LRRK2. Evaluación de moléculas con potencial terapéutico 

como el CBD e inhibidores de la quinasa Abelson, en el modelo de intoxicación con ROT y 

PQ-MB en neuronas dopaminérgicas obtenidas a partir de CME-SM, y uso del sistema 

CRISPR para la generación de modelos celulares con mutaciones puntuales tanto para la 

Enfermedad de Parkinson como la enfermedad de Alzheimer. Por otro lado, se realizó el 

acompañamiento en la formación de un Joven investigador de Minciencias. 

A su vez, con los resultados obtenidos de investigación, se participó en los siguientes 

encuentros académicos (congresos, seminarios, cursos):  

i) 11th World Congress of the International Brain Research Organization (IBRO). 

Granada, España. Sesión de posters: “LRRK2 KNOCKOUT CONFERS 

RESISTANCE IN HEK-293 CELLS AGAINST ROTENONE-INDUCED 

OXIDATIVE STRESS, MITOCHONDRIAL DAMAGE, AND APOPTOSIS” 

Septiembre 2023. 

ii) XIII Encuentro Nacional y XIV Seminario Internacional de Neurociencias. 

Colegio Colombiano de Neurociencias (COLNE). Cali, COL, Sesión de posters: 

“La eliminación del gen LRRK2 confiere resistencia al estrés oxidativo inducido 

por rotenona en las células HEK293”. Abril 2023.  

iii) Curso Neurodegeneración Molecular y Enfoques Terapéuticos - Evento Virtual 

Wellcome Genome Campus Scientific Conferences UK. Sesión de estudiantes 

(Flash talk): Establecimiento de un modelo neuronal portador de la mutación 

C212Y y supresión del gen LRRK2 para el estudio y diseño terapéutico de la 

enfermedad de Parkinson familiar. 25-29 de enero de 2021  
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iv) XII Encuentro Nacional y XIII Seminario Internacional de Neurociencias. 

Colegio Colombiano de Neurociencias (COLNE). Virtual, COL, Junio 2021. 

Sesión poster: El inhibidor de la quinasa PF-06447475 protege a células 

semejantes a neuronas del estrés oxidativo y la apoptosis inducida por el Paraquat 

y el Maneb: Impacto en la Enfermedad de Parkinson  

v) Digital International Student Congress Of (bio)Medical Sciences 2020 

Universidad de Groningen Países Bajos, Sesión de pósters: Junio 2020.  

vi) VII JORNADAS DE MEDICINA GENÓMICA Y ONCOLOGÍA DE GENYO 

2019.  Pfizer - Universidad de Granada - Junta de Andalucía Centre for Genomics 

and Oncological Research (GENYO). Granada España Diciembre 2019  

Por otra parte, en el marco del XIII Encuentro Nacional y XIV Seminario Internacional de 

Neurociencias organizado por el Colegio Colombiano de Neurociencias (COLNE). se 

participó en el concurso de mejor poster con el trabajo titulado: “La eliminación del gen 

LRRK2 confiere resistencia al estrés oxidativo inducido por rotenona en las células 

HEK293” el cuál fue ganadora con el Premio segundo puesto por rigurosidad 

metodológica.  

Finalmente, se elaboraron 4 productos de apropiación social del conocimiento: 2 videos 

instructivos para la toma de muestra de sangre menstrual titulados “Dona esperanza y 

contribuye al cuidado del medio ambiente”, el guion para una pauta radial y un folleto 

instructivo con ISBN 435886. 

 

CAPITULO 11:  PESPECTIVAS 

 

La EP se caracteriza neuropatológicamente por la pérdida selectiva de las neuronas 

dopaminérgicas (NDAs) en la sustancia nigra compacta. El esclarecimiento de los factores 

que generan esta vulnerabilidad selectiva en las NDAs es clave, no solo para el 

entendimiento de los mecanismos celulares que generan procesos de neurodegeneración en 

la EP, sino también para la identificación de blancos terapéuticos. Así mismo, aunque la 

etiología de la EP es desconocida, se han sugerido que tanto factores genéticos (mutaciones 

en genes SNCA, PRKN, DJ-1, LRRK2) como ambientales (exposición a herbicidas 

Paraquat, Maneb), pueden causar la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y 

proteínas mal plegadas anormales, que se acumulan descontroladamente para dañar la 

neurona, y eventualmente superar los mecanismos antioxidantes neuronales, lo que lleva al 

desarrollo de las características patológicas de las EP.  

En este contexto, herramientas de edición de genes, incluidas las nucleasas asociadas a 

repeticiones palindrómicas cortas regularmente interespaciadas (CRISPR/cas9), han surgido 

como estrategias novedosas y efectivas para generar modelos que permitan estudiar los 

mecanismos de neurodegeneración y detectar posibles dianas y fármacos contra la EP.  
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Con esta experiencia previa, se podría proponer como perspectiva, editar genes específicos 

asociados a las formas familiares de EP (v.gr. Mutación G2019S en el gen LRRK2 y C212Y 

en el gen PRKN) que permitan recrear la enfermedad y a la vez ayudar a pacientes a 

recuperar la función y la conectividad neuronal a través del reemplazo de genes defectuosos 

asociados a este desorden neurológico. Adicionalmente, las Células Mesenquimales 

Estromales (CME), debido a su capacidad de transdiferenciación a linaje neuronal y fácil 

obtención a partir de diferentes fuentes, han surgido como un modelo para el estudio de la 

EP, permitiendo simular el microambiente celular de los procesos de neurodegeneración 

presentes en portadores de mutaciones asociadas a formas familiares de la EP. De hecho, se 

ha propuesto la combinación de CME con técnicas de edición génica para el estudio de la 

EP dando la posibilidad real de establecer una medicina traslacional y personalizada en estos 

individuos con EP Familiar, pero también aportando al descubrimiento de blancos 

terapéuticos o biomarcadores para el diagnóstico y tratamiento de la EP de tipo esporádico.  

Dado que la minociclina, como molécula de reposicionamiento y los extractos naturales 

antioxidantes, obtenidos de materiales agroindustriales de descarte del aguacate como el 

exocarpio, constituyen moléculas promisorias en la protección contra la pérdida neuronal en 

la EP. Dada la comprensión que se tiene hasta  presente de los mecanismos de muerte 

neuronal y déficit dopaminérgico y los resultados interesantes que hemos obtenido en este 

estudio con los extractos de aguacate en los modelos genético-ambientales in vitro de CSNh, 

se amplía el panorama de estudio con otra perspectiva que sería enfocada en  realizar estudios 

de sobre expresión de sistemas antioxidantes y moléculas de control de la estabilidad 

mitocondrial (v.gr. Glutation (GSH), PARKINA, PINK1 y DJ-1) en combinación con la MC 

y/o el extracto del exocarpio de la var.Colinred y evaluar si se observa un efecto de 

protección y/o prevención contra la muerte inducida por PQ+MB O Rotenona. 

Así mismo, se podrían realizar ensayos de protección con los extractos del exocarpio de 

Persea americana de la var. Colinred libre y encapsulados in vitro y evaluar el efecto de las 

nanopartículas solas y cargadas con el extracto. En este sentido, se debe valuar la 

restauración del funcionamiento neuronal, utilizando marcadores neuronales positivos, y a 

través de técnicas de funcionalidad de canales iónicos y de calcio que demuestren la 

restauración después del insulto de EO y la viabilidad de las CSN. 

De igual forma, es importante realizar ensayos de farmacodinámica y farmacocinética en 

modelos in vivo genético-ambientales de la EP para comprobar la eficacia y 

biodisponibilidad de los extractos del exocarpio de la var. Colinred libre y encapsulados en 

nanopartículas poliméricas cargadas con el extracto en ratones parkinsonianos, reduciendo 

la sintomatología y restaurando la actividad motora, al aumentar la biodisponibilidad y la 

compatibilidad del principio activo. Finalmente, teniendo en cuenta los resultados 

prometedores obtenidos en esta investigación, sería recomendable hacer un fraccionamiento 

del extracto metanólico de exocarpio de Persea americana variedad Colinred para identificar 

cada uno de los componentes del extracto y determinar la capacidad antioxidante de cada 
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uno y seleccionar el de mayor capacidad antioxidante y evaluar su mecanismo de acción 

neuroprotectora y / o preventiva solo y en combinación con la MC o con los tratamientos 

farmacológicos usados tradicionalmente (v.gr. L-dopa) como coadyuvante en el modelo 

preclínico de cultivos mixtos 3D de células mutadas y no mutadas obtenidas a partir de la 

edición génica por CRISPR/cas9 o de pacientes con la EP que permitiría el desarrollo de una 

terapia combinada preventiva en pacientes que sufren esta enfermedad neurodegenerativa 

progresiva desde muy temprana edad como es la EPJAR, formas de inicio tardío como es el 

caso de la EPAD o esporádicas. 
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CAPÍTULO 12. ANEXOS 

 

Anexo 1. 

Quintero-Espinosa D, Sanchez-Hernandez S, Velez-Pardo C, Martin-Molina F, Jimenez-

Del-Rio M, LRRK2 Knockout Confers Resistance in HEK-293 Cells to Rotenone-Induced 

Oxidative Stress, Mitochondrial Damage, and Apoptosis. Int J Mol Sci. 2023 Jun 

22;24(13):10474. doi: 10.3390/ijms241310474. 

Anexo 2.  

Quintero-Espinosa D, Sanchez-Hernandez S, Velez-Pardo C, Martin-Molina F, Jimenez-

Del-Rio M, LRRK2 Knockout Confers Resistance in HEK-293 Cells to Rotenone-Induced 

Oxidative Stress, Mitochondrial Damage, and Apoptosis. Int J Mol Sci. 2023 Jun 

22;24(13):10474. doi: 10.3390/ijms241310474. Supplementaty Materials 

https://www.mdpi.com/1422-0067/24/13/10474#app1-ijms-24-10474 

Anexo 3. 

Quintero-Espinosa DA, Ortega-Arellano HF, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Phenolic-

rich extract of avocado Persea americana (var. Colinred) peel blunts paraquat/maneb-

induced apoptosis through blocking phosphorylation of LRRK2 kinase in human nerve-like 

cells. Environ Toxicol. 2022 Mar;37(3):660-676. doi: 10.1002/tox.23433. Epub 2021 Dec 

12. PMID: 34897981. 

Anexo 4. 

Latent Tri-lineage Potential of Human Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal 

Cells Revealed by Specific In Vitro Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021 

Oct;58(10):5194-5209. doi: 10.1007/s12035-021-02442-6. Epub 2021 Jul 16. PMID: 

34269964. 

Anexo 5. 

Quintero-Espinosa D, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. High Yield of Functional 

Dopamine-like Neurons Obtained in NeuroForsk 2.0 Medium to Study Acute and Chronic 

Rotenone Effects on Oxidative Stress, Autophagy, and Apoptosis. Int. J. Mol. Sci. 2023, 

24(21), 15744. 

 

Anexo 6. 

 

Quintero-Espinosa D, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. LRRK2 kinase inhibitor PF-

06447475 protects Drosophila melanogaster against paraquat-induced locomotor 

impairment, life span reduction, and oxidative stress. Neurochem. Res. Accepted. 
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Anexo 7. 

 

Aura Cristina Yepes Echeverri, Diana Alejandra Quintero Espinosa, Carlos Vélez-Pardo, 

Marlene Jiménez-Del-Rio. El Nilotinib reduce el EO vía inhibición de la fosforilación 

Y412 de la proteína c-Abelson en un modelo neuronal: implicaciones en la Enfermedad de 

Parkinson (Manuscrito en preparación). 
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