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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo con una alta prevalencia,
caracterizada por la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra. Su
etiologia es muy diversa, aunque los principales mecanismos moleculares afectados
parecen ser la oligomerizacion de la a-sinucleina, el sistema de degradacion de proteinas
y el incremento del dafio oxidativo, que conllevan la disfuncién de las neuronas
dopaminérgicas.

Hoy en dia, la exposicién a numerosos agentes quimicos es casi inevitable ya que su uso
estd ampliamente extendido en la alimentacion y en la industria. Diversos ensayos
sugirieron que la exposicion a los pesticidas podria estar relacionada con el desarrollo de
la enfermedad de Parkinson, por lo que sus mecanismos de accién se estudiaron en
profundidad. Los pesticidas provocan una alteracion del metabolismo normal de la célula,
induciendo un aumento del estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial, oligomerizacién de
la a-sinucleina, alteracion del sistema UPS y neurotoxicidad en las neuronas

dopaminérgicas, junto con la modificacion de los niveles de diversos miARN.

Palabras claves: Enfermedad de Parkinson, pesticidas, neurotoxicidad, neuronas

dopaminérgicas, a-sinucleina, miARN.

1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Parkinson
En los ultimos afios se ha producido un incremento del nimero de casos de enfermedades
neurodegenerativas (ENDs). Una de las mas frecuentes es la enfermedad de Parkinson
(EP), con una prevalencia de 160 casos por cada 100.000 individuos y una incidencia de
16-19 casos por 100.000 individuos y afio (Kanwar et al., 2022). La prevalencia aumenta

con la edad, observandose un incremento exponencial a partir de los 60 afios.

1.1.1 Historia de la enfermedad

La primera descripcion clinica de la EP fue realizada en el afio 1817 por el médico
britdnico James Parkinson, autor de An essay on shaking palsy. El término ‘paralisis
agitante’ hacia referencia a uno de los sintomas caracteristicos de la enfermedad, el

temblor. En 1872, el neur6logo francés Jean-Martin Charcon aport6 nuevas evidencias y



renombro la enfermedad como enfermedad de Parkinson en honor al trabajo original de

1817.

1.1.2 Sintomatologia

Los sintomas caracteristicos de la EP a partir de los cuales se realiza un diagndstico
provisional son motores, entre los que se encuentran el temblor, la rigidez muscular, la
pérdida en la capacidad de movimiento (aquinesia y bradiquinesia) y lentitud en su
realizacién; en conjunto, estos sintomas producen un deterioro progresivo de la
autonomia. Existe también un conjunto amplio de sintomas no motores que preceden a
los motores y contindan durante el desarrollo de la enfermedad, como depresion,
demencia, desorden del suefio y disfuncion del sistema nervioso auténomo, asi como
hormigueo, adormecimiento y dolor en los miembros (Moustafa et al., 2016; Li et al.,
2023).

Las manifestaciones sintomatoldgicas de la EP no son iguales en hombres y mujeres. En
estas es mas frecuente el dolor neurogénico y el temblor, mientras que en los hombres se
suele encontrar una mayor afectacion cognitiva y una alteracion postural caracteristica,
la camptocormia, consistente en una inclinacion hacia adelante cuando la persona estd en

posicion vertical.

1.1.3 Mecanismos fisiopatolégicos

1.1.3.1 Etiologia

La etiologia de la EP es una combinacion compleja de diversos factores de riesgo que
parecen influir en el desarrollo de la enfermedad, entre ellos factores ambientales junto
con exposicion a toxicos, factores genéticos y la edad.

Los factores ambientales juegan un papel fundamental. La incidencia de la enfermedad
se ve incrementada en aquellas regiones donde se produce una exposicién a niveles
elevados de metales o diversos quimicos como pesticidas; este tipo de lesiones puede
verse potenciada por el estrés cronico. Se han descrito dos formas de la enfermedad: una
forma familiar de comienzo temprano que afecta a menos del 5-10% de los pacientes y
en la que se detectan mutaciones genéticas, y una forma esporddica tardia que da cuenta
de la mayoria de los casos, en la que no se identifican mutaciones concretas, pero en la
que parecen influir ciertos factores genéticos ademds de los factores ambientales ya

mencionados.



1.1.3.2 Epidemiologia

Como ya se ha descrito, la EP afecta a mujeres y hombres de forma diferente, siendo en
los hombres el doble de frecuente que en mujeres. Los sintomas y la respuesta a diversos
tratamientos también son diferentes. La progresion de la enfermedad en las mujeres se
produce con una mayor velocidad que en los hombres, viéndose aumentada la mortalidad.
En este sentido, la mayor cantidad de urea en hombres se ha asociado con una menor
progresion de la enfermedad, ya que este metabolito de las purinas tiene propiedades
neuroprotectoras y antioxidantes. Por otro lado, cabe destacar el hecho de que los
estrogenos también pueden actuar como un factor protector, ya que se ha probado que las
mujeres que han tenido una mayor exposicion a ellos a lo largo de su vida tienen un menor

riesgo de padecer la enfermedad (Cerri et al., 2019).

1.1.3.3 Procesos moleculares y celulares

En la EP se produce una disminucién considerable del nimero de neuronas
dopaminérgicas situadas en una estructura mesencefalica profunda llamada substantia
nigra, en concreto en su pars compacta (SNpc). La caracteristica macroscopica mas
evidente de esta muerte neuronal es la pérdida de la coloracion oscura tipica de esta
estructura producida por el pigmento neuromelanina. Cuando los sintomas motores hacen
evidente la existencia de la enfermedad, ya se ha producido la pérdida de mas de la mitad
de dichas neuronas.

La enfermedad se caracteriza por la aparicion de unas inclusiones intracelulares
denominadas cuerpos de Lewy, formadas por un nimero elevado de proteinas
(fundamentalmente a-sinucleina y proteinas ubiquitinadas) y otros componentes
celulares (Balestrino & Schapira, 2020). La a-sinucleina puede malplegarse y formar
agregados amiloides insolubles ricos en hojas f3.

La distribucién anatémica de los cuerpos de Lewy en el sistema nervioso central sigue
una progresion espacial y temporal caracteristica, observandose inicialmente en el nucleo
motor dorsal de los nervios vago y glosofaringeo y en los nucleos olfatorios anteriores,
continuando con el tronco encefélico, el mesocortex, el alocortex y el neocortex. Una
posible explicacion es la transmision casi-prionica de formas patégenas de la a-sinucleina
a través de las neuronas (Braak et al., 2003; Prusiner et al., 2015; Balestrino & Schapira,

2020).



Otro mecanismo fisiopatoldgico presente es la disfuncién mitocondrial, que al mismo
tiempo produce y es aumentada por la aparicion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
con la induccion de dafio celular por estrés oxidativo. Se ha demostrado la importancia
que tienen diferentes mutaciones monogénicas en la aparicion de la forma temprana de la
enfermedad. El gen PINK-I codifica para PTEN, una proteina kinasa mitocondrial
perteneciente al tipo serina/treonina que puede llevar a cabo la fosforilacion de parkina,
una ubiquitin-ligasa E3 (Li et al., 2021; Yuan et al., 2022). Juntas, PINK-1 y parkina
juegan un papel fundamental en distintas rutas de control de calidad mitocondrial. Por
otro lado, existen evidencias de que el funcionamiento incorrecto del sistema proteasoma-
ubiquitina (UPS) y de la autofagia, con un aclaramiento defectuoso de proteinas, estd
relacionado con la enfermedad de Parkinson (Chen et al., 2017). Una de las proteinas
implicadas es la quinasa rica en repeticiones de leucina (LRRK?2), algunas de cuyas
mutaciones conllevan acumulacién de la proteina a-sinucleina (Day & Mullin, 2021).

El mantenimiento de la homeostasis del calcio es especialmente importante por si misma
(excitotoxicidad) y por su relacion con el estrés oxidativo en las neuronas dopaminérgicas
de la SNpc dadas las especiales caracteristicas de las mismas (Surmeier et al., 2017). La
proteina desglicasa DJ-1, codificada en humanos por el gen PARK-7, actia como sensor
del estrés oxidativo; diversos estudios post-mortem en pacientes con EP han mostrado
inmunoreactividad a la forma oxidada de la proteina DJ-1 en los somas y neuritas de la

SNpc (Saito, 2014; Repici & Giorgini, 2019).

1.1.4 MPTP como modelo téxico de la enfermedad de Parkinson
En 1979, Davis y colaboradores informaron del desarrollo de parkinsonismo persistente
en un paciente debido a la inyeccion de una mezcla de 4-propiloxi-4-fenil-N-
metilpiperidin (PPMP), 4-hidroxi-4-fenil-N-metilpiperidina (HPMP) y dehidro-4-fenil-
N-metilpiperidina (DPMP) (Davis et al., 1979). Los sintomas se controlaron con
bromocriptina, un agonista del receptor del neurotransmisor dopamina (DA). Poco
tiempo después, otro caso clinico relaciond la aparicion subita de parkinsonismo con la
exposicion (por inyeccién) a 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridina (MPTP), un
producto de la sintesis de 1-metil-4-fenil-4-propionoxi-piperidina (MPPP), un anélogo
del analgésico narcético meperidina (Langston et al., 1983). En ambos estudios se

apreciaba una considerable destruccion de la SNpc.



El MPTP es una sustancia lipofilica que puede acceder al cerebro ya que atraviesa
facilmente la barrera hematoencefédlica (BHE). Una vez alli es transformado por la enzima
monoaminooxidasa B (MAO B) en 1-metil-4-fenil-2,3-hidropiridinio (MPDP*), que se
oxida de forma espontdnea a 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP*). Esta transformacion ocurre
sobre todo en los astrocitos; sin embargo, son las neuronas dopaminérgicas las que se ven
afectadas por dicho metabolito téxico. El MPP* es captado por las neuronas
dopaminérgicas a través del transportador de dopamina (DAT). En estas, el MPP* se
acumula en la mitocondria (Langston, 2017), provocando la inhibicién del complejo I de
la cadena de transporte electronico al interferir con el paso de electrones que tiene lugar
del cluster Fe-S a la coenzima Q, su aceptor final (Ramsay et al., 1987). Curiosamente,
el pesticida paraquat (1,1°-dimetil-4,4’-dipiridinio) presenta una alta similitud estructural
con el MPP*. Esta coincidencia, junto con los casos clinicos reportados, sugirié la

existencia de una conexion entre la exposicion a pesticidas y la enfermedad de Parkinson.

1.2 Pesticidas

1.2.1 Definicién y tipos de exposicién

Segin la Organizacion Mundial de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura <<un plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias capaz de
prevenir, destruir, repeler o controlar una plaga>>. Los seres humanos pueden verse
expuestos a los pesticidas por diferentes vias, que incluyen la inhalacién, la ingestion y
la penetracion por la piel.

Existen diversas formas de clasificar la exposicion a los pesticidas. Por tiempo, el Sistema
Globalmente Armonizado de Clasificacién y Etiquetado de Productos Quimicos (GHS)
habla de exposicidn aguda (< 24 h), subaguda (=< 28 dias), subcronica (< 90 dias) y crénica
(=90 dias). Se puede hablar también de exposicién intencional (suicida o con intenciones
criminales), ocupacional (en el trabajo) y no ocupacional (el resto de individuos)
(Sabarwal et al., 2018). La dosis y duracién de la exposicion a los pesticidas son

importantes para determinar la toxicidad de los mismos.

1.2.2 Clasificacion de los pesticidas

Existe un elevado nimero de pesticidas que se pueden agrupar segun la plaga contra la

que actien o por su estructura quimica.



Segtn su uso, se puede distinguir entre insecticidas (disefiados para eliminar insectos),
rodenticidas (para controlar la existencia de roedores), fungicidas (eliminan el desarrollo
de mohos y hongos), herbicidas (evitan o interrumpen el crecimiento de hierbas no
deseadas) y antimicrobianos (controlan virus o bacterias).

Si se clasifican por su estructura quimica o por el método de produccidn, se pueden
distinguir:

- Organofosforados (OP). Contienen una molécula central de fosfato con sustituyentes
alquilicos o aromaticos. Estos pesticidas, al bloquear la acetilcolinesterasa (AChE),
impiden la degradacion de la acetilcolina en las sinapsis y aumentan la estimulacion
nerviosa de los receptores colinérgicos. La inhibicién irreversible de la AChE bloquea la
neurotransmision en la placa neuromuscular y provoca la muerte por la incapacidad de
movimiento del diafragma. Estos pesticidas se caracterizan por su amplio espectro, siendo
conocidos como “gases nerviosos” debido a su empleo en la Segunda Guerra Mundial
(Benedico, 2002). A este grupo pertenecen los clorpirifds y los diclorvos.

- Organoclorados. Contienen grupos clorados ciclodienos y dicloro-difenil-tricloro etano
(DDT). Provocan toxicidad al inhibir al neurotransmisor inhibidor GABA (Kanwar et al.,
2022). El insecticida dieldrina es un ejemplo de compuesto organoclorado.

- Carbamatos. Esteres del dcido N-metil carbamico que actian carbamoilando la serina
del centro activo de la AChE, inhibiéndola. Bendiocarb o aprocarb se incluyen en este
grupo (Mdeni et al., 2022).

- Piretroides. Son plaguicidas sintetizados a partir de piretrinas procedentes de la planta
Chrysanthemum. En bajas dosis actian regulando al alza a la proteina o-sinucleina y al
DAT. Algunos pesticidas piretroides son permetrina o cimetrina (Mohammadi et al.,
2019).

- Otros: herbicidas sulfonilureas, rotenona, paraquat o atrazinas.

2. OBJETIVOS
El objetivo del presente trabajo es revisar las evidencias que sugieren que los pesticidas
pueden inducir la aparicién de la enfermedad de Parkinson. Para ello, se consideraran
los posibles mecanismos afectados en la enfermedad y la forma en que los pesticidas

pueden alterarlos, incluyendo el efecto sobre los micro-ARN.



3. MATERIALES Y METODOS

Para la redaccion de este trabajo se realizé una busqueda bibliografica amplia usando
fundamentalmente las bases de datos PubMed, Science-Direct y Google Scholar. La
busqueda se limitd principalmente a articulos publicados en los ultimos diez afios en
revistas de calidad contrastada (clasificadas en el Journal Citation Report, JCR) y en ella
se emplearon términos como “pesticides and Parkinson”, “Parkinson’s disease”, “miRNA

pesticide and Parkinson”, “pesticides and neurodegenerative diseases”, “neurotoxiciy” o

“pesticides and epigenetics alterations”.

4. NEUROTOXICIDAD PRODUCIDA POR PESTICIDAS

Aunque los pesticidas tienen una funcién fundamental tanto para garantizar la salud como
para facilitar diversas labores en la agricultura y la industria, sus dianas moleculares
también pueden encontrarse en humanos, provocando efectos secundarios no deseados
(Richardson et al., 2019). La interaccion de estos téxicos con distintas moléculas y genes

provocan una neurotoxicidad que podria llegar a causar EP.

4.1 Disfunciéon del UPS
El plegamiento correcto de las proteinas y la eliminacién de aquellas que no poseen una
estructura adecuada es un proceso muy importante para el correcto funcionamiento de la
célula. Este proceso, denominado proteostasis, se lleva a cabo por el sistema UPS, por la
autofagia y mediante chaperonas, siendo estas ultimas las encargadas de participar en el
plegamiento de las nuevas proteinas formadas. Las proteinas mal plegadas acumuladas
en el reticulo endopldsmico que no pueden ser degradadas mediante mecanismos
proteoliticos como el sistema UPS pueden conducir a la muerte de las células neuronales.
En la EP se produce un deterioro del sistema UPS que puede incrementarse por la
exposicion a pesticidas (Chen et al., 2017). Diversos estudios han determinado que
modificaciones en la parkina, la a-sinucleina y el dominio C-terminal de la ubiquitina
estdn implicadas en el mal funcionamiento del sistema UPS en esta enfermedad. En estos
trabajos se utilizaron células aisladas de neuroblastoma (SK-N-MC) para estudiar la
actividad del proteosoma. El uso de proteinas conjugadas con GFP demostré que la

exposicion a pesticidas provocaba una inhibicion del sistema de eliminacion de proteinas



en las células SK-N-MC, lo que conducia a la célula a un alto nivel de estrés y con ello a
la muerte celular (Wang et al., 2011; Vellingiri et al., 2022).

El paraquat, un herbicida del que ya se ha comentado su similitud estructural con el MPP*,
puede penetrar en el organismo mediante inhalacién y por absorcion dérmica, siendo esta
ultima via la mds peligrosa (Huang et al., 2022). El paraquat podria alcanzar el cerebro
mediante los transportadores de grandes aminoédcidos neutros de la BHE (Shimizu et al.,
2001); el DAT permitiria su entrada en la neurona, afectando especificamente a las
neuronas dopaminérgicas. Se ha confirmado que el paraquat altera la actividad del

proteasoma (Navarro et al., 2016).

4.2 Disfunciéon mitocondrial y estrés oxidativo
Diversos trabajos han demostrado una disminucion de la actividad mitocondrial en la EP.
Se ha observado una disfuncién mitocondrial causada por la falta de ADN mitocondrial,
provocando el deterioro del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial junto con
una reduccion de la capacidad metabdlica de la mitocondria (Bender et al., 2006). El
complejo I, al translocar protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana,
interviene en la produccién del gradiente electroquimico necesario para la generacion de
ATP. Una deficiencia en dicho complejo implicaria niveles menores de ATP y un
aumento en la produccion de ROS. El trabajo de Fukushima et al. (1993) establecié una
relacion entre la disfunciéon del complejo I mitocondrial y el incremento de la
peroxidacion lipida cuando se traté ganado bovino con paraquat. El complejo I es capaz
de oxidar el NADPH a NADP+al cederle dos electrones a la ubiquinona. Este pesticida
provoca la inhibicion de las enzimas malato deshidrogenasa mitocondrial y citosdlica,
impidiendo el paso de NAD* a NADH. Con ello, se produce la inhibicién de este
complejo mitocondrial I al no poder usar dicho NADH. El paraquat también altera la
actividad mitocondrial mediante la pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
debida fundamentalmente a la apertura de un poro en la membrana mitocondrial interna.
Esto provoca una enorme falta de energia, pudiendo inducirse apoptosis. La liberacion de
citocromo c al citosol inicia el reclutamiento de caspasa-9 y caspasa-3 (Cai et al., 1998).
Este descubrimiento se confirmé al introducir en células SH-SYSY de neuroblastoma un
vector que permitia el marcaje de las mitocondrias con fluorescencia y la identificacion
de las proteinas proapoptoticas. Al tratar estas células con paraquat, se observo la salida

de citocromo c al citosol (Yang et al., 2018).



El estrés oxidativo consiste en un desbalance entre la produccion de ROS y su eliminacion
por la accion de diversos sistemas detoxificantes. Este desequilibro induce lesiones en las
neuronas dopaminérgicas, alterando las membranas celulares y las moléculas lipidicas,
por lo que durante los ultimos afios se han intensificado los estudios para la deteccion
temprana de niveles elevados de marcadores de oxidacion. En la peroxidacion lipidica se
genera malondialdehido (MDA) como producto, que aumenta en los enfermos de
Parkinson y en las células SK-N-SH tratadas con paraquat (14 uM, 24 h). El uso de MDA
como marcador del nivel de estrés oxidativo ha demostrado que el paraquat aumenta la
peroxidacion lipidica (Ravi et al., 2018).

Como se ha mencionado anteriormente, el organismo posee varios mecanismos de
defensa antioxidante para eliminar las ROS y las especies reactivas de nitrogeno (RNS),
como el glutatién (GSH), la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx) y la superéxido
dismutasa (SOD). Los niveles de estos antioxidantes son inferiores tanto en la SN como
en la sangre de pacientes con Parkinson. Una exposicion continuada al pesticida paraquat
en ratas adultas (5 mg/kg, dos veces a la semana durante 12 semanas) produjo un descenso
del 45% del contenido de GSH en la SN de ratas que ya habian sufrido un contacto con
el téxico tras su nacimiento. Se determind que, en roedores, una exposicion a pesticidas
en un periodo esencial para el desarrollo cerebral incrementaba la susceptibilidad de las
neuronas dopaminérgicas a una reexposicion posterior en edad adulta (Mittra et al., 2020).
Este téxico también reduce a la mitad la actividad de la enzima SOD en Drosophila,
confirmando asi el dafio oxidativo producido (Shukla et al., 2014).

El paraquat no es el unico pesticida capaz de provocar este efecto. Los compuestos
organoclorados son plaguicidas formados por dos ciclodienos clorados y compuestos tipo
DDT. Son moléculas liposolubles capaces de penetrar la BHE, por lo que presentan una
alta neurotoxicidad. La dieldrina, pesticida que pertenece a este grupo, induce una
hiperexcitacion al bloquear los receptores cerebrales de GABA,, generandose una
activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) por la entrada masiva de
calcio. Al igual que el paraquat, los organoclorados inducen la liberacion de citocromo ¢
desde la mitocondria al citosol (Westerink, 2014).

La rotenona es un insecticida de origen vegetal que ha sido ampliamente utilizado para el
control de distintas plagas. Al comienzo de su uso, en los afios 1930, se pensaba que era
inofensivo para el hombre; sin embargo, presenta una alta toxicidad por inhalacién, por

via dérmica y al ingerir agua o alimentos contaminados con este insecticida. Provoca la



inhibicion del complejo I mitocondrial, comprometiendo la producciéon de ATP (Uversky,
2004). El incremento de ROS inducido por la rotenona provocaria dafio celular y muerte
de las neuronas dopaminérgicas. Aplicada a células de neuroblastoma SH-SYSY y al
nudcleo estriado en ratdn, se observd un incremento de PINK-1, aumentando el estrés
oxidativo y el desgaste mitocondrial (Huang et al., 2022). Diversos estudios realizados
en agricultores expuestos a este toxico correlacionaron las lesiones generadas tras su
continua aplicacion y el desarrollo de EP. La rotenona puede atravesar la membrana
celular sin ayuda alguna al ser una molécula lipofilica; esto le permite traspasar la BHE
con facilidad e introducirse en el cerebro de una forma rapida. La rotenona produce una
activacion de los astrocitos y la microglia, incrementandose los niveles de citoquinas
inflamatorias, lo que junto con la activacion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
y las NADP oxidasas inicia una cascada de sefializacion neurotdxica que da como
resultado la produccién de ROS y un elevado estrés oxidativo (Sarkar et al., 2017).

El complejo I mitocondrial no es el tnico afectado. El pesticida Maneb es un fungicida
que se encuentra dentro del grupo del ditiocarbamato y provoca la inhibicion de enzimas
sulthidrilicas y de cisteina. Maneb interviene en el ciclo redox del tiol, ya que oxida el
glutatién y produce un cambio en el estado redox de la peroxirredoxina, un grupo de
enzimas antioxidantes encargadas de eliminar principalmente el peréxido inducido por
las citoquinas (Anderson et al., 2021; Vellingiri et al., 2022). El complejo mitocondrial
IIT es el lugar de unién de este téxico, bloqueandose la fosforilacion oxidativa y
aumentando las ROS.

Otros pesticidas de interés son los piretroides. Las piretrinas son insecticidas obtenidos
de la flor de Chrysanthemum cinerariaefolium que, en la presencia de la luz, se
descomponen produciendo piretroides. Para estudiar su toxicidad en el hipocampo y en
el nucleo estriado se expusieron ratas a detalmetrina y se observé que los sistemas
antioxidantes se activaron como respuesta a una mayor concentracion de ROS que
provocd finalmente la apoptosis (Vellingiri et al., 2022). Se ha confirmado que la
susceptibilidad a este compuesto varfa con la edad, siendo los jovenes mas sensibles a
cantidades mayores (Sheets, 2000). Por ello, la exposicién a este compuesto debe
limitarse en el embarazo para evitar problemas neurolégicos en el feto.

Los mecanismos de defensa que posee el organismo para el control de la peroxidacion
lipidica también se ven alterados por los plaguicidas OP. Como ya se ha mencionado, los

organofosfatos son un tipo de insecticidas formados por compuestos OP en los que la
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molécula presenta un fosfato en el centro y sustituyentes arométicos o alquilos (Kanwar
et al., 2022). Estos compuestos interrumpen la accién de distintas enzimas, como la GPx,
la SOD y la AChE. Ademads, se ha observado que las variantes genéticas NOS1 y NOS2A
de la NOS proporcionan una susceptibilidad distinta a la EP. Curiosamente, los pacientes
con el genotipo NOS1 mostraron una mayor asociaciéon de los OP con la enfermedad
(Sabarwal et al., 2018). Como ya se ha comentado, el NO es un prooxidante que dafia a

las neuronas dopaminérgicas.
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Figura 1. Influencia de los pesticidas en la disfunciéon mitocondrial y el estrés oxidativo. Tomada de
Vellingiri et al., (2022).

4.3 Inhibicion de la acetilcolinesterasa
La AChE es la enzima encargada de hidrolizar la acetilcolina, mensajero quimico muy
importante. Los principales pesticidas que inducen una inhibicién de esta enzima son los
OP y los carbamatos. Desde su invencién en 1850, estos compuestos se han utilizado
ampliamente en la agricultura y también se usaron como agentes nerviosos en conflictos
bélicos desde la Segunda Guerra Mundial. Estas sustancias suponen un peligro para la
salud ya que pueden ser inhalados, absorbidos por la piel o ingeridos a través de los
alimentos y el agua (Georgiadis et al., 2018). Dichos toxicos inhiben a la AChE de forma
irreversible, por lo que la acetilcolina se concentra en la placa terminal de la sinapsis
neuromuscular generando una sobreestimulacién de los receptores colinérgicos. La

inhibicién irreversible de la AChE provoca la pardlisis del diafragma junto con una
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secrecion excesiva, depresion del centro respiratorio y la muerte; aunque por causas
diferentes, la rigidez muscular es uno de los sintomas de la EP (Kanwar et al., 2022).

Los carbamatos son ésteres del 4cido N-metilcarbamico que también bloquean la AChE,
carbamoilando la serina del sitio activo de la enzima en vez de fosforilandola como hacian
los organofosforados. Esta inhibicidn es reversible pues se produce de nuevo la activacion
de la enzima por la unioén de agua al sitio activo, y ademds los carbamatos no pueden
acceder al sistema nervioso central, lo que hace que presenten una toxicidad menor

(Kanwar et al., 2022).

4.4 Oligomerizacion de la a-sinucleina

La a-sinucleina es una proteina pequefia, de 14 kDa, codificada por el gen SNCA. Esta
molécula actia en la regulacion de la sintesis de neurotransmisores y en el almacenaje,
recaptacion y en la liberacion de vesiculas (Longhena et al., 2019). La agregacion de esta
proteina altera tanto las funciones sindpticas que tiene el cuerpo estriado como favorece
la degeneracion de las neuronas de la SN. La funcién de dichas neuronas puede verse
comprometida por un aumento de la concentracién de a-sinucleina y su agregacién al
plegarse de forma incorrecta, produciéndose un incremento en la toxicidad (See et al.,
2022). Se ha demostrado que la rotenona induce la agregacion y la fosforilacion de la a-
sinucleina a través de la regulacion de la via de Ca?*/GSK38 en células PC12, es decir,
que acelera la formacion de fibras (Huang et al., 2022).

Otro pesticida que altera la conformacion de la a-sinucleina es el paraquat, pues induce
su oligomerizacion y con ello su agregacion en la SNpc (Powers et al., 2017). Ademas,
la a-sinucleina interviene en la producciéon de ROS al establecer una relacion con el
complejo I de la cadena de trasporte electronico, razon por la cual la expresion los genes
mitocondriales se ve afectada. Un estudio llevado a cabo por Kumar et al. (2016)
demostré que dicho herbicida inducia la produccion de radicales libres en cerebros de
ratones mediante dos mecanismos. El primero era la activacion en la microglia de las
enzimas NADPH oxidasa e iNOS, produciéndose asi peroxinitrito (ONOO"). Por otro
lado, la liberacion de citocromo ¢ desde la mitocondria al citosol inducia la activacion de

la enzima peroxidasa.
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4.5 Alteracion de las neuronas dopaminérgicas

4.5.1 Induccidon de estrés nitrosativo

El estrés nitrosativo consiste en la interaccion de las ROS con NO produciendo el anién
ONOQO'. La 3-nitrotirosina es un subproducto generado en la estabilizacion de este anion
que se utiliza como marcador del nivel de estrés nitrosativo. Diversos estudios han
informado de la correlacion positiva entre la concentracion de 3-nitrotirosina y la
presencia de diversas patologias en el SNC, incluyendo la EP (Bandookwala & Sengupta,
2020).

Se ha demostrado que téxicos como el paraquat incrementan considerablemente la
cantidad de 3-nitrotirosina y de ONOO- a nivel cerebral en modelos animales de la EP
basados en la aplicacion de paraquat a moscas Drosophila durante 3 semanas,
confirmando asi el dafio neurodegenerativo que induce esta sustancia. Uno de los posibles
mecanismos mediante el cual el herbicida es capaz de producir la pérdida de neuronas
dopaminérgicas es la excitotoxicidad inducida por RNS al verse estimulado el flujo de

glutamato (Maitra et al., 2019; Ahmad et al., 2021).

4.5.2 Catabolismo de la dopamina
La concentracion del neurotransmisor dopamina en la SNpc estd muy regulada. Una vez
liberada en la sinapsis, la DA es recaptada por la glia y la neurona; en esta ultima puede
ser revesiculada para su posterior utilizacion, pero una parte queda libre en el citosol. La
oxidacion espontanea de la DA y su catabolismo contribuyen al estrés oxidativo, con el
consiguiente efecto negativo sobre las neuronas dopaminérgicas en la EP. En el
catabolismo de la DA, la enzima MAO lleva a cabo una desaminacion oxidativa en la que
se generan H,O,, NH; y 3 4-hididroxifenilacetaldehido (DOPAL). Este tltimo compuesto
puede seguir metabolizdndose hasta convertirse en 3 ,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) o
3 4-dihiidroxifeniletanol (DOPET) (Masato et al., 2019; See et al., 2022), como se

muestra en la figura 2.

Los ensayos post-mortem en pacientes con EP esporddica han mostrado un descenso en
los niveles de DA, DOPAL y DOPAC en el cuerpo estriado (Goldstein et al.,2011). Cabe
destacar que DOPAL puede ejercer una potente accion neurotdxica, asociandose un
aumento de sus niveles con una disminucion del nimero de neuronas dopaminérgicas en

la SNpc (Burke et al, 2003).
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Figura 2. Metabolismo
Presynaptic DAergic neuron neuronal de la dopamina. En
S las neuritas de las neuronas
dopaminérgicas, la dopamina
es sintetizada por las enzimas
tirosina hidroxilasa (TH) y
DOPA descarboxilasa
(AADC) e introducida en
vesiculas por el transportador
vesicular de monoaminas 2
(VMAT?2). La degradacién de
la DA se lleva a cabo por las
enzimas MAO, catecol O-
metiltransferasa (COMT), alfa
reductasas  (AR), alcohol
deshidrogenasa (ADH) y
aldehido deshidrogenasa
(ALDH). La DA y el DOPA
pueden oxidarse a quinonas
reactivas causantes del dafio
neurotdxico. Imagen obtenida
de Meiser et al., 2013.
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El fungicida benomil induce la inhibicién de la enzima ALDH, incrementando los niveles
de DOPAL (Fitzmaurice et al., 2013). La exposicién a benomil podria afectar de esta

forma a las neuronas dopaminérgicas, contribuyendo al desarrollo de EP.

La enzima TH controla la velocidad de formacion de DA, que se ve reducida con la
disminucién del nimero de neuronas dopaminérgicas. En presencia de pesticidas como
el paraquat se generan especies reactivas como el anion ONOQO-, produciéndose una
nitracion que inactiva a la TH. El estudio de Dwyer et al. (2021) revel6 que la disminucién
de las neuronas que expresaban TH se mantuvo durante los 6 meses posteriores a la tltima
aplicacion de paraquat en ratones C57B16. Por tanto, el paraquat afecta la sintesis de la
DA e induce la muerte de las neuronas dopaminérgicas (See et al., 2022).

Con respecto al transporte de DA, cabe destacar que la permetrina y la deltametrina,
insecticidas que pertenecen al grupo de los piretroides, muestran una regulacion positiva
de la proteina DAT (Kanwar et al., 2022). Dicho aumento genera un incremento de los
niveles citosolicos de DA que supera a los mecanismos de vesiculacion, generandose
diversas sustancias reactivas. La citotoxicidad producida conlleva peroxidacién lipidica,
degradacion de proteinas, dafio en el ADN e incluso la apoptosis celular (Pitzer et al.,

2021). Esto permite establecer una conexion entre los piretroides y EP.
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Se han encontrado altas concentraciones de organoclorados en cerebros de algunos
pacientes con EP, aumentando la toxicidad en la SN y provocando la disminucion de la
funcién dopaminérgica (Corrigan et al., 2000). Se ha observado post-mdrtem un aumento
de los niveles de DDT en cerebros de enfermos y como sus metabolitos provocaron un

importante dafio en la DA de la via nigroestriada (Hatcher et al., 2008).

4.5.3 Reduccién de los niveles de BDNF

Los factores neurotréficos son esenciales para la diferenciacién, maduracion,
mantenimiento y supervivencia de las neuronas (Vilar & Mira, 2016). El factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) es una neurotrofina que se encuentra en
muchas estructuras cerebrales, entre ellas en la SNpc. Su sintesis parte de una proteina
precursora denominada pre-pro-BDNF que sufre una escision de su péptido sefal,
convirtiéndose en pro-BDNF, que se libera en vesiculas secretoras desde el aparato de
Golgi. Aunque el BDNF favorece la formacion de dendritas, el pro-BDNF genera efectos
opuestos, como la retracciéon del cono de crecimiento o la reduccién axonal al
interaccionar con el receptor de neurotrofina p75 (Moyano et al., 2020).

Siendo el BDNF un marcador de supervivencia de las neuronas dopaminérgicas, diversos
estudios se han centrado en establecer su relacion con la EP. En el comienzo de los afios
2000 se observo que los pacientes con Parkinson presentaban una regulacion a la baja de
los niveles del ARNm y de la proteina BDNF en la SN, con una disminucién del nimero
de neuronas dopaminérgicas (Howells et al., 2000). Los niveles de BDNF también se
vieron reducidos en células SH-SYSY tratadas con paraquat. Ademds, este toxico es
capaz de incrementar los niveles de interleucina 1 e interleucina 6, factores
proinflamatorios que ocasionan la parada del ciclo celular (Zhan et al., 2018). Sin
embargo, la gran heterogeneidad que presenta la EP hace que la relacién entre la
alteracion de los niveles de BDNF y el desarrollo de la enfermedad no sea precisa, sino
que varie segun el subtipo de la enfermedad, su gravedad y su duracidn, asi como de
diversos factores como el género. En este sentido, los estrégenos son hormonas sexuales
femeninas capaces de potenciar la transcripcion del BDNF al presentar el gen de BDNF

un elemento de respuesta para ellos (Brann et al., 2021).

15



4 .54 Induccion de la apoptosis

La apoptosis es un proceso muy regulado que juega un papel fundamental en el desarrollo
del sistema nervioso. Las células apoptdticas presentan unas caracteristicas bien definidas
que permiten su identificacién, como la condensacion del nucleo y la posterior division
de la cromatina. Estos rasgos se han detectado en las neuronas dopaminérgicas de
pacientes que sufrian EP.

Existen dos vias para iniciar la apoptosis, una extrinseca controlada por receptores de
muerte que se activan por ligandos extracelulares, y otra intrinseca, de origen
mitocondrial, en la que se centran la mayoria de los ensayos. La via intrinseca se inicia
por estimulos como el estrés oxidativo, dafios en el ADN o por una obstruccion del flujo
sanguineo. Estos dafios aumentan la permeabilidad de la membrana externa de la
mitocondria, permitiendo la liberacion de proteinas apoptéticas como el citocromo c. Este
proceso estd regulado por proteinas antiapoptéticas (Bcl-2) y proteinas proapoptéticas
(Bak y Bax), entre las que debe existir un equilibrio (Green & Kroemer, 2004).
Numerosos estudios han determinado que el pesticida paraquat es capaz de inducir la
apoptosis de las neuronas dopaminérgicas tanto in vitro como in vivo. Ademads, en lineas
celulares de neuroblastoma SK-N-SH y SH-SY5Y que han sufrido una exposicién a este
toxico, la expresion del ARNm de Bcl-2 sufrié una disminucién, mientras que se
incrementd la expresion de las proteinas proapoptoticas.
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La muerte celular programada puede sufrir una aceleraciéon al amplificarse la via de
sefializacidon apoptética y producirse la activacidon de las caspasas. Existen diferentes

grupos de caspasas, algunas implicadas en el comienzo de la via (caspasas 8 y 9) y otras
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relacionadas con la degradacion celular (caspasas 3,6 y 7); el andlisis post-mértem de
cerebros de enfermos de Parkinson mostré mayores niveles de caspasa 3 (Hartmann et
al.,2000). Un estudio (Ju et al.,2019) encontrd un incremento de 1,9 veces en la expresion
de la caspasa 9 en células SH-SYSY tratadas con paraquat (300 uM, 24h). La
supervivencia celular no sé6lo estd determinada por los factores neurotréficos, sino que
existen otras proteinas como la poli-ADP ribosa polimerasa (PARP) que participan en
esta accion. PARP es una enzima encargada de reparar el dafio en el ADN, tanto de cadena
simple como de doble cadena. Cuando la apoptosis se inicia, las caspasas escinden la
molécula de PARP, proceso que estd implicado en distintas enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo EP (Chaitanya et al., 2010). La exposicion a paraquat
aumenta la cantidad de PARP escindida.

Los organoclorados, y entre ellos el DDT, también participan en la induccién de la
apoptosis. El R-DDT aplicado a células PC12 provoca un incremento de la caspasa 3 y
del NF-kB. Una exposicion a este insecticida induce una liberacién de calcio al citosol de
la célula, iniciando la accion de diversos factores apoptéticos (Huang et al., 2022). La
figura 4 recopila alguno de los mecanismos de accién de diferentes pesticidas en relacion

con EP.
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Figura 4. Aproximacion a los mecanismos de accién de los pesticidas. Obtenida de Islam et al., 2021.

4.6 Modificacion de los miARN
Los microARN (miARN) son unas moléculas de pequefio tamafio, no codificantes, que
se unen a la region 3’UTR del ARNm e intervienen en la regulacién de su traduccion y,
por lo tanto, en la sintesis de proteinas. Se ha demostrado que un miARN puede controlar
la expresion de varios genes y que un gen puede estar regulado por diferentes miARNs

que cooperan sinérgicamente (Costa et al., 2020). En el ser humano existe una gran
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cantidad de miARN maduros concentrados sobre todo en los fluidos corporales,
fundamentalmente en la sangre y la orina. Estas moléculas estdn implicadas en procesos
esenciales para el desarrollo celular como son la proliferacion, la diferenciacion celular y
la apoptosis. Los miARN se ven alterados en diversas enfermedades, por lo que se han
llevado a cabo numerosos ensayos para comprobar como se afectan estas moléculas al ser

expuestas a pesticidas, asi como su posible relacién con EP.

4.6.1 MPP*

Como ya se ha comentado, el MPP* es una toxina que inhibe el complejo I de la cadena
respiratoria e induce la formacion de ROS en la mitocondria, generando parkinsonismo
al dafiar las neuronas dopaminérgicas de la SN, en las que penetra a través de DAT. El
paraquat, un herbicida empleado en la agricultura del que ya se han discutido en este
trabajo algunas de sus propiedades, guarda una estrecha similitud estructural con el MPP*.
La exposicion de células del neuroblastoma SH-SYSY a MPP* in vitro ha permitido
observar los cambios en diversos miARN que parecen estar implicados en EP. Uno de
estos fue el miARN-505, cuya regulacion negativa indujo la muerte celular (Zhu et al.,
2018). Ademas, sus niveles también se encontraron disminuidos en el plasma de pacientes
con EP. Un efecto que se observo en miARN-212 fue su regulacion a la baja en las células
del neuroblastoma como consecuencia de la exposicion a MPP+. Una sobreexpresion de
este miARN permitirfa reducir el dafo provocado por el MPP*, mostrando un efecto
neuroprotector al inducir la activacion de la via del factor de transcripcion KLF4/Notch
(Song et al., 2018). Otro de los miARN implicados fue el miARN-210-3p, que presentaba
una regulacion al alza. Esta variacion condujo a una menor produccion de BDNF y a un
aumento del dafio en las neuronas dopaminérgicas (Zhang et al., 2018). Ademds, la
supresion del miARN-494-3p se mostré como una posible diana terapéutica en EP, ya
que esta molécula se encarga de regular negativamente a la sirtuina 3 (SIRT3), implicada
en la detoxificacion de ROS (Geng et al., 2018; Costa et al., 2020).

Finalmente, cabe destacar la importancia del miARN-7, expresado en el cerebro, que
ejerce una actividad neuroprotectora ya que facilita la glucdlisis, permitiendo que las
neuronas consigan la energia necesaria cuando el MPP* bloquea la fosforilacion oxidativa
(Chaudhuri et al., 2015). Esta molécula regula negativamente la a-sinucleina uniéndose
al extremo 3’UTR de su ARNm. Ademds, miARN-7 esta relacionado con la regulacién

del crecimiento de las neuritas y la diferenciacion neuronal (Chaudhuri et al., 2015).
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4.6.2 Paraquat
Como ya se ha mencionado anteriormente, el paraquat aumenta la concentraciéon de ROS
y disminuye los niveles de NADPH. La estructura quimica del paraquat le permite
penetrar la BHE a través del transportador de grandes aminoacidos neutros. Cuando las
células SH-SYSY se expusieron a paraquat se encontré una regulacion al alza del
miARN-153, especifico del cerebro (Doxakis, 2010). Se confirmé que el ciclo de
reduccion del glutation y los niveles del factor de transcripcion Nrf2, que regula los genes
de las enzimas antioxidantes, estaban afectados (Doxakis, 2010). Esto hace que el estrés
oxidativo aumente, provocando finalmente la muerte celular.
Los niveles de miARN-153, que actia junto con el miARN-7 en el control de la expresion
del gen SNCA (que codifica la a-sinucleina), estdn aumentados en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de enfermos de Parkinson (Gui et al., 2015). Al aumentar la
cantidad del mi-ARN-153, la a-sinucleina se agrega y se favorece la formacion de
cuerpos de Lewy, implicados en la EP.
Existen otros mi-ARN regulados a la baja tras la exposicion a paraquat, como el miARN-
200a, diana del gen que codifica para la proteina beta-catenina, elemento fundamental del
complejo de cadherina (Aloizou et al., 2020). Las células SH-SYSY expuestas a MPP+ in
vitro sufrieron una regulacion al alza del miARN-200a, con la inhibicién de la sirtuina 1
(SIRT1), involucrada en la senescencia. SIRT1 desacetila la proteina supresora de
tumores p53 y por consiguiente inhibe la apoptosis mediante BAX y BCL-2, regulando
la apoptosis (Salimian et al., 2018).
Las discrepancias encontradas en los ensayos realizados con pacientes y los llevados a
cabo in vitro podrian estar relacionadas con las diferentes etapas de la enfermedad,
perteneciendo los estudios con los pacientes a etapas mas tardias. Ademas, en los modelos
in vitro no es posible reproducir las vias de neurotransmision que tienen relacién con la
EP. Las desigualdades entre los valores encontrados en el plasma y el LCR pueden
atribuirse a las distintas funciones que tienen ambos fluidos, a las diferentes sustancias
que se encuentran en ellos y al contacto de estos fluidos con tejidos diferentes.
El miARN-34 se regul6 al alza en neuronas tratadas con paraquat, con igual efecto en
modelos in vitro de la enfermedad (Delavar et al., 2018). Esta molécula tiene como diana
al gen antiapoptotico BCL-2, que participa en la sefalizacion del estrés oxidativo y en
vias en las que las neurotrofinas estdn involucradas. Sin embargo, en ensayos en tejido

cerebral de pacientes con Parkinson, los miARN-34b y miARN-34c presentaron una
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regulacion a la baja (Briggs et al., 2015). Estos miARN controlan la expresion de genes
implicados en la enfermedad, como SNCA, PARK-7 y PINK-1. Los dos ultimos son
esenciales para la eliminacion de mitocondrias disfuncionales al permitir su
ubiquitinacion.

Por otro lado, cuando se expusieron células de neuroblastoma de raton (neuro-2a) a
paraquat se observo que el miARN-17, promotor de la proliferacion y supresor de la
apoptosis, sufrid una regulacion a la baja (Wang et al., 2018). Esta molécula induce una
regulacion negativa sobre el factor de transcripciéon E2F1, diana de c-myc, pudiendo ser
ésta la causa de la disminucién de su concentracidon neuronal (Wang et al., 2018).
También se han detectado algunos miARN asociados al desarrollo celular que se regulan
a la baja por paraquat, como miARN-30b, miARN-181b, miARN-29 y miARN de la
familia let-7 (Yan et al., 2017; Aloizou et al., 2020). Los niveles de let-7g y let-7c estdn
disminuidos en LCR de pacientes con EP (Gui et al., 2015), mientras que en cerebro
humano se ha observado un incremento de los miARN let-7b y let-7e. Los niveles del
miembro de la familia let-7f aumentaron en tejido cerebral de ratones knockout para el
gen de la quinasa LRRK2. Esta familia de proteinas al completo estd muy conservada,

siendo fundamental en la diferenciacion y muerte celular.

4.6.3 Organofosforados

Como ya se ha mencionado, los pesticidas OP inhiben la AChE de forma irreversible.
Distintos polimorfismos en los genes de las enzimas responsables del metabolismo de
estos pesticidas provocan una variabilidad en la tasa de eliminacién de estas moléculas.
El plaguicida OP Diclorvos (2,2-diclorovinil-dimetil fosfato), administrado a células
PK15 de epitelio de rifién porcino, provoco una reduccion de la proliferacion celular al
causar apoptosis, observandose un incremento de moléculas propapoptdticas como
caspasa 3y 9, reguladas por el miARN-24, y una disminucion de la expresion de genes
con actividad antiapoptética, como E2F 3, regulado por miARN-34c (Li et al., 2011).

La toxicidad de los OP no se debe unicamente a la inhibicién de la AChE. El analisis de
miARN mostré una regulacion al alza de uno de los inductores de la respuesta al estrés
oxidativo, ASK1, demostrando que moléculas de esta via como el protooncogen c-Jun,
el miembro 1 de la subfamilia B de homdlogos de DNAJ (DNAJB1) y el factor de
transcripcion ATF3 estaban relacionados con los miARN-24, miARN181a, miARN-122
y miARN27b (Aloizou et al., 2020).
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En un estudio sobre los niveles de miARN en suero de personas que habian sufrido una
intoxicacion por OP, se identificaron 29 miARN regulados al alza, entre ellos el miARN-
29 y let-7g, y 8 miARN regulados a la baja, como el miARN-141-5p, que estaban
relacionados con la EP (Yuan et al., 2018). Cuando se exponian a OP, las células SH-
SYSY presentaban una regulacién a la baja de miARN-let-7g, al igual que el miARN-
141 en neuronas de pacientes con EP (Tolosa et al., 2018). Por ello, se puede suponer que
ambos miARN estdn implicados en procesos generales que causan lesiones neuronales
que dependen de interacciones con otros compuestos, algo que no puede reproducirse en
los ensayos in vitro. De igual manera, existe una diferencia en los resultados observados
para el miARN-34 entre los ensayos in vitro y los realizados en tejido cerebral.

Los estudios sobre el miARN-29a mostraron una reduccion de su concentracion en LCR
y en sangre periférica de pacientes con EP tratados con L-DOPA. Sin embargo, miARN-
29b, miARN-138 y miARN-155 se encontraban elevados en las muestras de suero de los
enfermos tras una exposicion a organofosforados (Yuan et al., 2018).

Ademads de inhibir la AChE, Clorpirifés (O, O-dietil O-3,5,6-trichloropiridin-2-il
fosforotioato), un insecticida OP ampliamente utilizado, provoca un aumento del estrés
oxidativo con generacion de ROS y la modificacion de biomoléculas. Clorpirifés produce
una alteracion en el eje miARN-19a-AMPK, promoviendo la autofagia junto con la
apoptosis. Por otro lado, se produce la inhibicién de la proliferacion celular y el
incremento de miARN-181 inducido por Clorpirifés que regula negativamente la via de
la SIRT1/PGC-10a/Nrf2 en células SH-SY5Y (Costa et al., 2020).

Por ultimo, para dilucidar la relacién de la EP con los toxicos OP y el miARN-7, se afiadi6
manganeso a células de neuroblastoma SH-SY5Y, que induce el desarrollo de una
patologia analoga a la EP de tipo idiopético. El miARN-7, regulado a la baja, tiene como
diana el gen SNCA y el gen del factor de crecimiento FGF-20. El manganeso, a través del
miARN-7, aumenta considerablemente la expresion del gen de la a-sinucleina, causando

finalmente un estado toxico para las neuronas dopaminérgicas (Tarale et al., 2018).

4.6.4 Triazinas (atrazina)

Las triazinas son herbicidas que inhiben la transferencia de electrones que se produce del
agua a la clorofila durante la fotosintesis. La atrazina afecta a las neuronas
dopaminérgicas al disminuir la concentracion de DA en el cuerpo estriado. Se estudiaron

los niveles del miARN-7 en ratas expuestas a atrazina al haberse sugerido previamente
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su implicacion en la inhibicién de la sintesis de a-sinucleina (Doxakis, 2010),
observandose que los niveles del miARN-7 estaban regulados a la baja en sangre
periférica y al alza en la SN (Li et al., 2019). Esta diferencia podria deberse a cambios en
la regulacion de este miARN a lo largo de las diferentes etapas de la enfermedad, por lo
que se propuso que el miARN-7 podria emplearse como marcador de diagndstico
temprano. Este miARN parece interferir en otros procesos, como la regulacion del factor
neurotréfico BDNF (Li et al., 2019).

Otro estudio efectuado en cerebro de rata encontré que el miARN-181a-2-3p,
relacionado con el estrés oxidativo, y el gen PRKN, conocido también como PARK?2 que
codifica la E3 ubiquitin ligasa parkina, presentaban una regulacién positiva. De manera
opuesta, el miARN-34a-3p, encargado de la regulacion del gen BCL-2, mostraba una
regulacion a la baja (Li et al., 2019).

En estudios llevados a cabo en el pez cebra se encontr6 que diferentes miARN implicados
en los procesos de angiogénesis y desarrollo neural estaban desregulados, entre ellos el
miARN-126-3p, que presentaba una regulacion negativa (Wirbisky & Freeman, 2017).

El miARN-126-3p estd regulado al alza en el suero de pacientes expuestos a OP y en
muestras de neuronas dopaminérgicas de enfermos de EP a las que se le realizaron
miARN arrays. Sin embargo, su regulacion se vio reducida en el LCR y en las células
mononucleares de sangre periférica de enfermos de EP. Las dianas de esta molécula son
el factor de crecimiento insulinico (IGF1) y PI3K, que son reguladas negativamente y
conllevan la produccion de células sensibles a neurotoxinas (Kim et al., 2014). Por ello,
se concluye que la alteracion de la expresion de miARN126 puede inducir EP y que la

exposicion a atrazina puede producir esta alteracion.

4.6.5 Organoclorados

Estos pesticidas bloquean la accion del neurotransmisor GABA, que hiperpolariza la
membrana de las neuronas al unirse a su receptor GABA,, permitiendo la entrada de
cloruro. Ademads, el DDT impide el paso de iones potasio y ralentiza el cierre del canal
de sodio dependiente de voltaje. Otro efecto que conlleva es el aumento de la toxicidad
al interferir con la ATPasa (Patro et al., 2011, Kanwar et al., 2022).

Los modelos animales expuestos a DDT muestran una regulacion al alza de miARN-190.
En cambio, su diana 7p53, un gen supresor de tumores sufrié una regulacion a la baja

(Kalinina et al., 2018). Este gen estd implicado en la respuesta a una situacion de estrés
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oxidativo y su producto (p53) ejerce entre otras una accion antioxidante. Por ello, una
alteracion en la regulacion de este miARN provoca un aumento del estrés oxidativo y la
disminucién del nimero de neuronas dopaminérgicas. Moscas expuestas a DDT
mostraron una regulacion a la baja de la concentracion de miARN-310-3p, miARN-311-
3p, miARN-312-3p y miARN-313-3p en moscas sensibles a dicho pesticida. Este
resultado no se observd en moscas resistentes al DDT, deduciéndose la implicacion de
estas moléculas en el proceso de destoxificacion del DDT (Seong et al., 2019). Otro de
los miARN desregulados tras la exposicion a DDT fue let-7b-5p, relacionado con la EP.
Este miARN, al igual que el miARN-29a, estaba regulado negativamente en los ensayos
invitro,en LCR y en las células mononucleares de sangre periférica de pacientes con EP.
Estos compuestos son metabolizados en el higado gracias a las enzimas CYP, siendo los
pesticidas o la cafeina algunos de sus sustratos. Se ha descrito que los compuestos
organoclorados inducen mutaciones en los genes que codifican para las enzimas CYP,
generdandose diferentes polimorfismos. Esto provoca la alteracion del metabolismo de sus
sustratos y posiblemente el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la EP

(Docea et al., 2017, Aloizou et al., 2020).

4.6.6 Conazoles

Los conazoles son fungicidas que bloquean la produccion de ergosterol, un componente
de la membrana de los hongos que tiene la misma funcién que cumple el colesterol en
mamiferos, siendo, ademads, un precursor de la vitamina D,.

Se sabe que el miARN-9 esta regulado positivamente en células PC12 (células derivadas
del tumor feocromocitoma que se encuentran en la médula suprarrenal de la rata) tratadas
con MPP+ (Delavar et al., 2018). Ademds, miARN-9 esté regulado al alza en las neuronas
dopaminérgicas de los enfermos de EP. Por ello, se establece una conexién entre la EP y
el miARN-9. El incremento del miARN anteriormente mencionado provoca una
disminucion del factor neurotréfico derivado de las células gliales (GDNF), esencial para
la supervivencia neuronal.

El efecto de los triazoles se estudio en lineas hepaticas, detectandose algunos miARN con
una regulacion inadecuada. Entre ellos, tras una exposicion tardia, estaban los miARN-
1246 y miARN-20b, regulados negativamente; estos miARN estan relacionados con la
axogénesis neuronal (An et al., 2013). En ensayos posteriores se determind que los

miARN desregulados en etapas tempranas tras la exposicion estaban implicados en la
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alteracion de proteinas, mientras que los que se desregulaban en etapas posteriores se
relacionaban con el desarrollo y el ciclo celular (An et al., 2013, Aloizou et al., 2020).
4.6.7 Rotenona

Para poder dilucidar la relacion entre los miARN, la EP y el insecticida rotenona, se
estudié el cuerpo estriado de ratas expuestas al téxico que habian desarrollado
parkinsonismo. Se observd un incremento de los miARN-26a y miARN-34a, junto con
un descenso en los miARN-7 y let-7a (Horst et al., 2018). Este estudio fue determinante,
ya que permiti6 correlacionar los datos de miARN obtenidos en ensayos con enfermos de
EP con los de los modelos animales de EP inducidos por el téxico, al tiempo que confirmé
la importancia de los ensayos con miARN tras la exposicion a rotenona en relaciéon con
la EP. La regulacion al alza del miARN-34a, relacionada con la desregulacion del gen
BCL-2, se observé en ensayos in vitro, en muestras de sangre y en células neuronales
progenitoras (Horst et al., 2018). En los ensayos con miARN-7 tras la exposicion a
rotenona se observo una regulacion a la baja tanto en los ensayos in vitro con manganeso
(responsable de provocar un sindrome semejante a la EP) como en cerebros de pacientes
con EP de inicio tardio (Horst et al.,2018). miARN-7 provoca la desregulaciéon del BDNF
y de la a-sinucleina, aumentando la agregacion de esta ultima.

Continuando con los miARN estudiados, let-7a se encontraba reducido en los ensayos in
vitro y en el plasma de los pacientes con EP. Por tltimo, mediante perfiles de expresion
de miARN se observé que el miARN-26a sufri6 una regulacion positiva en el LCR y en

neuronas afectadas en la EP (Briggs et al., 2015).

4.7 Alteraciones genéticas y epigenéticas

A medida que avanzan las investigaciones, parece confirmarse que los pesticidas
provocan modificaciones genéticas y epigenéticas. Estas se producirian, sobre todo, en
genes implicados en procesos celulares importantes como la regulacion del ciclo celular
y los procesos redox.

El metaanalisis publicado por Goldman et al., (2012) permiti6 establecer una relacion
entre la exposicion a los pesticidas y los diferentes polimorfismos génicos encontrados.
Estas modificaciones, inducidas por la exposicion a los toxicos, parece que incrementaron
la susceptibilidad a desarrollar EP. Uno de los genes modificados en enfermos de EP que

estuvieron en contacto con el pesticida paraquat es el de la enzima glutation S-transferasa
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(GST), que sufrié deleciones homocigéticas en los tipos M1 (GSTM1) y T1 (GSTT1)
(Goldman et al., 2012).

La exposicion a compuestos organoclorados conlleva la alteracion de los genes SLC6A3
y ABCBI. El gen ABCBI codifica una proteina transportadora transmembrana, la P-
glicoproteina, implicada en el paso de moléculas xenobidticas (Kelada et al., 2006;
Dutheil et al., 2010). Por otro lado, el gen SLC6A3 es comtinmente conocido como DAT!
y codifica el DAT.

Numerosos estudios han relacionado los cambios epigenéticos con la patogenicidad de
enfermedades como la de Parkinson. Cuando células dopaminérgicas N27 se expusieron
al pesticida paraquat, se produjo la acetilacion de las histonas H3, afectdndose la
supervivencia celular al promoverse la apoptosis (Song et al., 2011). Otro pesticida que
provoca modificaciones epigenéticas es la dieldrina, acetilando tanto las histonas H3

como las H4 (Song et al., 2010).

S. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Parece evidente que los pesticidas pueden provocar la alteracion del metabolismo normal
de la célula, induciendo un aumento del estrés oxidativo y alterando el sistema UPS y la
funcién mitocondrial, entre otros efectos; en las neuronas dopaminérgicas de la SN, esto
produce la oligomerizacion de la a-sinucleina y neurotoxicidad, siendo ambas
caracteristicas destacadas de la EP.

Pesticidas como paraquat, rotenona, organofosforados, organoclorados, maneb, benomil,
atrazinas, piretroides o conozoles, modifican rutas moleculares de las neuronas
dopaminérgicas que estdn relacionadas con el desarrollo de la EP.

La dificultad para realizar ensayos en humanos implica que el anélisis de los procesos
alterados por la exposicion a pesticidas se realiza mayoritariamente post-mortem. Esta es,
probablemente, una de las causas de las contradicciones encontradas en los resultados de
los experimentos in vitro e in vivo. Los experimentos in vitro no permiten establecer ni
identificar todas las interacciones moleculares y celulares que se producen en la
exposicion humana a estos toxicos, y tampoco tener en cuenta las diferentes etapas de
desarrollo de la enfermedad.

Los avances en el estudio de los miARN han abierto nuevas vias en la comprension vy,
posiblemente, el tratamiento de diversas enfermedades. Estas moléculas juegan un papel

fundamental en el desarrollo de rutas celulares responsables del correcto funcionamiento
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y la supervivencia celular, y su desregulacion es capaz de desencadenar problemas como
los que caracterizan a las enfermedades neurodegenerativas. La exposicion a pesticidas
produce alteraciones en los niveles de diversos miARN, mostrando diferentes estudios de
forma consistente que los mas afectados en la EP fueron los miARN-181, miARN-29,
miARN-30, miARN-34, miARN-7 y la familia let-7. Numerosas evidencias sugieren que
los miARN pueden utilizarse como un biomarcador que permita una deteccion temprana

de la enfermedad.

En relacion con el efecto de los pesticidas, cabe destacar la relevancia que tienen
diferentes variaciones génicas en la susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad, como
las que afectan a NOS1, a la enzima GST o al gen ABCBI. Los estudios de epigenética
indican que los pesticidas pueden alterar el patron de metilacion del ADN y de las
histonas, induciéndose modificaciones en genes implicados en la sefalizacion celular, el
transporte de moléculas y la activacion de caspasas.

Se necesitan estudios que permitan desarrollar nuevos pesticidas cuyo uso no
comprometa la salud humana. Ademds, un mayor conocimiento de las moléculas
alteradas en las diferentes rutas modificadas por los pesticidas permitira desarrollar
nuevas estrategias para mejorar el curso de la EP e incluso evitarla, antes de que esta

enfermedad se convierta en una pandemia.
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