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INTRODUCCIÓN  

 

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo complejo y de 

presentación heterogénea. Aunque aún no se dispone de ningún fármaco que cure la enfermedad, 

existen agentes para el control sintomático en cada una de sus fases, tratando de mantener en lo 

posible la calidad de vida de los pacientes. Además, dado que es el trastorno neurodegenerativo más 

frecuente tras la enfermedad de Alzheimer y que su factor de riesgo principal es la edad, la 

enfermedad de Parkinson supone, cada vez más, un reto de salud pública. 

 

 La tolcapona es un inhibidor de la catecol-O-metiltransferasa (COMT) empleado, junto con 

levodopa, en el control de las fluctuaciones motoras de la EP. La inhibición selectiva y reversible 

de COMT conduce a una reducción del catabolismo de levodopa a 3-O-metildopa, resultando en 

una mayor disponibilidad de dopamina en el cerebro, lo que permite una reducción de la dosis diaria 

total de levodopa. 

 

OBJETIVO 

 

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo, caracterización in vitro y 

evaluación en un modelo animal de dos nuevos sistemas terapéuticos de liberación controlada de 

tolcapona; microesferas y nanopartículas biodegradables de PLGA, para su administración en el 

tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Dichas formulaciones podrían mejorar los tratamientos 

actuales. 

  

PARTE EXPERIMENTAL 

 

Se estructura de la forma siguiente:  

 

 Evaluación de la actividad neuroprotectora de la tolcapona en cultivos celulares.  

 Desarrollo y caracterización de micropartículas de PLGA cargadas de tolcapona. 

 Desarrollo y caracterización de nanopartículas de PLGA cargadas de tolcapona. 

 Elección del modelo animal de Parkinson para evaluar las formulaciones seleccionadas. 
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 Evaluación de las formulaciones seleccionadas en un modelo animal de Parkinson inducido 

por rotenona.  

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

Evaluación de la actividad neuroprotectora de la tolcapona en cultivos celulares 

 

En primer lugar, se ha investigado el potencial efecto neuroprotector de la tolcapona en 

células de neuroblastoma humano (SKN-AS), mediante la determinación por MTT de la viabilidad 

celular y por citometría de flujo de la viabilidad celular y la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS). Además, se ha analizado el efecto de la tolcapona en la recuperación del daño 

celular inducido por la neurotoxina (H2O2), empleando para ello microscopia confocal.  

 

La incubación de las células tratadas con H2O2, con concentraciones crecientes de TC 

supone una recuperación de la viabilidad celular. Los resultados obtenidos por citometría de flujo 

y microscopia confocal confirman el efecto neuroprotector de TC a las concentraciones ensayadas 

(40-100 µM), especialmente cuando se tratan las células con concentraciones de 80 µM y 100 µM.  

 

Desarrollo y caracterización de micropartículas de PLGA cargadas de 

tolcapona 

 

 Se han preparado micropartículas cargadas con tolcapona mediante la técnica de 

extracción/evaporación del disolvente a partir de una emulsión O/A, utilizando como polímero 

biodegradable el ácido poli (láctico-co-glicólico) (PLGA 502) y distintas cantidades de tolcapona 

(70-120 mg). En todos los casos se han empleado 400 mg de PLGA 502. 

 

 La formulación más adecuada se ha preparado con 120 mg de tolcapona (formulación MP-

TC4). Esta formulación presenta una alta eficacia de encapsulación (85,13 ± 2,08%), un tamaño 

medio de partícula de 17,00 ± 3,22 µm, y una liberación controlada del ingrediente activo durante 

30 días.  
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Desarrollo y caracterización de nanopartículas de PLGA cargadas de 

tolcapona 

 

 Se han elaborado nanopartículas de tolcapona, utilizando también PLGA 502 como 

polímero formador de la cubierta. La técnica usada para su elaboración es la nanoprecipitación, 

empleando diferentes cantidades de tolcapona; 6, 8, 10 y 12 mg. En todos los casos, la cantidad de 

polímero empleada fue de 50 mg.  

 

 La formulación más adecuada se ha preparado con 10 mg de tolcapona (formulación NP-

TC3). Esta formulación presenta un valor medio de eficacia de encapsulación de 53,69 ± 9,09%, 

un tamaño medio de partícula de 182,59 ± 23,94 nm, un valor de potencial zeta de - 26,32±0,48 

mV, y es capaz de ceder el activo durante 5 días.  

 

Elección del modelo animal de Parkinson para evaluar las formulaciones 

seleccionadas 

 

 Ambas formulaciones seleccionadas han sido evaluadas en un modelo animal de EP. Con 

el fin de seleccionar el modelo animal a emplear para los estudios in vivo, se ha realizado una 

revisión bibliográfica de los empleados en la evaluación de sistemas de liberación de fármacos 

para la enfermedad de Parkinson. En función de esta revisión, la eficacia in vivo de los sistemas 

multiparticulares desarrollados para tolcapona se ha evaluado en un modelo animal de Parkinson 

inducido por rotenona en ratas Wistar. 

 

Evaluación de las formulaciones seleccionadas en un modelo animal de 

Parkinson inducido por rotenona 

 

 La neurotoxina empleada, rotenona, se ha administrado a una dosis de 2 mg/kg a ratas 

Wistar durante 43 días. Al final del estudio (44 días) los resultados obtenidos en los ensayos 

histológicos e inmunohistoquímicos (tinción de Nissl, proteína ácida fibrilar glial, y tirosina 

hidroxilasa), y en las pruebas de comportamiento (catalepsia, aquinesia y natación), han 

demostrado que la formulación que presenta una mayor capacidad para revertir la sintomatología 

causada por la rotenona corresponde a las nanopartículas de tolcapona (formulación NP-TC3), 
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cuando se administra a una dosis de 3 mg/kg/día cada 3 días a partir del día 15 del inicio del 

ensayo. 

 

CONCLUSIONES  

 

1. Los resultados obtenidos en la línea celular SN-AS confirman el efecto neuroprotector de 

TC especialmente a las concentraciones de 80 µM y 100 µM.  

 

2. Los métodos empleados para la elaboración de las micropartículas y nanoparticulas 

biodegradables de tolcapona han resultado adecuados para encapsular el activo.  

 

3. En el modelo de Parkinson inducido con rotenona en ratas Wistar, la formulación que 

presenta una mayor capacidad para revertir la sintomatología corresponde a las 

nanopartículas de tolcapona (formulación NP-TC3). 
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INTRODUCTION 

 

Parkinson's disease (PD) is a complex neurodegenerative disorder with a heterogeneous 

presentation. To date there is no cure for the disease however, there are several drugs that can act 

controlling the symptoms along the progression of the disease in order to maintain the quality of 

life of the patients. Furthermore, given that it is the second most common neurodegenerative 

disorder after Alzheimer's disease, and that its main risk factor is age, Parkinson's disease is 

increasingly posing a public health challenge. 

 

Tolcapone is a catechol-O-methyltransferase (COMT) inhibitor that is administered with 

levodopa to control motor fluctuations in PD. Selective and reversible inhibition of COMT leads 

to a reduction in the catabolism of levodopa to 3-O-methyldopa, resulting in increased availability 

of dopamine in the brain, thereby allowing for a reduction of total daily dose of levodopa. 

 

OBJECTIVE 

 

The main objective of this Doctoral Thesis is the development, in vitro characterization and 

in vivo evaluation in an animal model of two new controlled release systems of tolcapone (TC): 

biodegradable microspheres and nanoparticles using PLGA as polymer. Both systems are developed 

for Pakinson´s disease in order to improve the current treatments. 

 

EXPERIMENTAL  

 

 Evaluation of the neuroprotective activity of tolcapone in cell cultures. 

 Development and characterization of PLGA microparticles loaded with tolcapone. 

 Development and characterization of PLGA nanoparticles loaded with tolcapone. 

 Selection of the animal model of Parkinson's disease to evaluate the selected formulations. 

 Evaluation of the selected formulations in a rotenone-induced animal model of PD. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

Evaluation of the neuroprotective activity of tolcapone in cell cultures 

 

The effect of tolcapone on the recovery of neurotoxin H2O2-induced cell damage was 

analyzed in neuroblastoma cell line SN-AS, by MTT to determine cell viability, and by flow 

citometry to determine cell viability and production of reactive oxygen species (ROS). Moreover, 

confocal microscopy was used to analyze the recovery produced by the drug regarding the 

neurotoxin-induced cell damage caused by H2O2. Incubation of neurotoxin-treated cells with 

increasing concentrations of TC resulted in a significant recovery of cell viability. The results 

obtained by both flow cytometry and confocal microscopy confirm the neuroprotective effects of 

TC at the concentrations tested (40-100 µM), especially when cells are treated with concentrations 

of 80 µM and 100 µM. 

 

Development and characterization of PLGA microparticles loaded with 

tolcapone 

 

Tolcapone microparticles were prepared by the solvent extraction/evaporation technique 

from an O/W emulsion, using poly (lactic-co-glycolic acid) as biodegradable polymer (PLGA 502) 

and different amounts of tolcapone (70-120 mg). In all cases, the amount of polymer used was 400 

mg.  

 

The most suitable formulation to achieve the proposed objective was prepared with 120 

mg of TC (formulation MP-TC4). This formulation presents gh encapsulation efficiency (85.13 ± 

2.08%), an average particle size of 17.00 ± 3.22 µm, and controlled release of the active ingredient 

for 30 days. 

 

Development and characterization of PLGA nanoparticles loaded with 

tolcapone 

 

Tolcapone nanoparticles have also been prepared using PLGA 502 as biodegradable 

polymer. TC-loaded nanoparticles were prepared by the nanoprecipitation technique, using 

different amounts of TC: 6, 8, 10 and 12 mg. In all cases, the amount of polymer used was 50 mg.  
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The most suitable formulation was that prepared with 10 mg of tolcapone (formulation NP-

TC3). This formulation exhibited mean encapsulation efficiency of 53.69 ± 9.09%, mean particle 

size of 182.59 ± 23.94 nm, a zeta potential value of - 26.32 ± 0.48 mV and was able to release 

tolcapone during 5 days. 

 

Selection of the animal model of Parkinson's disease to evaluate the selected 

formulations 

 

Both selected formulations were tested in an animal model of PD.  In order to select the 

animal model for the in vivo tests, a literature review was carried out on the different models used 

for the evaluation of drug delivery systems designed for Parkinson´s disease. Based on this review, 

the in vivo efficacy of the multiparticulate systems developed for tolcapone has been evaluated in 

an animal model of PD induced by rotenone in Wistar rats.   

 

Evaluation of the selected formulations in a rotenone-induced animal model 

of PD 

 

The neurotoxin used (rotenone) was administered at a daily dose of 2 mg/kg for 43 days to 

Wistar rats. At the end of the study (44 days) the results obtained in the histological and 

immunohistochemical tests (Nissl, glial fibrillar acid protein, and tyrosine hydroxylase), and in the 

behavioral tests (catalepsy, akinesia and swimming test), have demonstrated that the formulation 

showing greater capacity to reverse the symptoms caused by rotenone corresponds to tolcapone-

loaded nanoparticles (formulation NP-TC3) which was administered at a dose of 3 mg/kg/day 

every 3 days from day 15th of the beginning of the test.  

 

CONCLUSIONS 

 

1. The results obtained in the SKN-AS cell line confirm the neuroprotective effects of 

tolcapone especially at concentrations of 80 µM y 100 µM.  

 

2. The methods used for the preparation of biodegradable tolcapone-loaded micro- and nano-

particles are adequate to encapsulate the drug.  
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3. In the rotenone model of PD induced in Wistar rats, the formulation with the greatest 

capacity to reverse the symptoms corresponds to tolcapone-loaded nanoparticles 

(formulation NP-TC3). 
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1. ENFERMEDAD DE PARKINSON 

 

La enfermedad de Parkinson (EP) y la enfermedad de Alzheimer (EA) son los trastornos 

neurodegenerativos más comunes, afectando a millones de personas en todo el mundo (Amiri et 

al., 2013; Poewe et al., 2017). 

 

La enfermedad de Parkinson pertenece a la familia de las sinucleinopatías y se caracteriza 

patológicamente por pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta 

(SNpc), que origina la progresiva denervación dopaminérgica del estriado y la formación de 

agregados de la proteína alfa-sinucleína. Cuando la pérdida de dopamina es del 50-60%, 

comienzan a hacerse evidentes los primeros síntomas de la enfermedad, fundamentalmente 

motores, tales como: temblor en reposo, rigidez, bradicinesia o lentitud en los movimientos, e 

inestabilidad postural, así como síntomas no motores; que abarcan disfunción gastrointestinal, 

depresión, anosmia, deterioro cognitivo, dolor y alteraciones del sueño, entre otros. A medida que 

progresa la neurodegeneración, la sintomatología se va haciendo más compleja y severa 

(Chaudhuri et al., 2006).  

 

La enfermedad fue descrita por primera vez como una “parálisis agitante” en 1817 por el 

Dr. James Parkinson (Parkinson J, 2002), pero en 1886 Jean-Martin Charcôt, fundador de la 

Neurología moderna, la rebautizó como Enfermedad de Parkinson, e indicó que los pacientes 

presentaban rigidez en lugar de parálisis (Charcôt JM, 1872). Tuvieron que pasar más de cien años 

hasta que Arvid Carlsson estableció las bases neuroquímicas de esta enfermedad, cuando 

descubrió que la dopamina (DA) actuaba como neurotransmisor (Carlsson et al., 1957) y que se 

encontraba significativamente disminuida en el cerebro de pacientes con EP, en particular en el 

cuerpo estriado y en la sustancia nigra (Carlsson et al., 1958). 

 

Después de estos descubrimientos, se empezó a utilizar la terapia de reemplazo 

dopaminérgica con el precursor de la DA, levodopa (L-DOPA), para aliviar los síntomas motores 

de la enfermedad (Birkmayer y Hornykiewicz, 1961). 

 

Aunque hay pacientes que no respondían bien a esta terapia, la levodopa incrementó 

notablemente la calidad de vida de los pacientes en los que sí era efectiva, pero pasados unos años 

de tratamiento, estos empiezan a desarrollar movimientos involuntarios denominados disquinesias 

(Marsden y Parkes, 1977). En la actualidad, los únicos tratamientos existentes están enfocados al 
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alivio de los síntomas, no habiéndose encontrado aún un remedio a la muerte neuronal que los 

provoca. 

 

A pesar de todos los avances de la neurología, aún se desconocen available con exactitud 

las causas que desencadenan esta enfermedad, por lo que también se desconoce cómo prevenirla. 

Afecta tanto a hombres como a mujeres, y más del 70% de las personas diagnosticadas de EP 

supera los 65 años. Sin embargo, no es una enfermedad exclusivamente de personas de edad 

avanzada, ya que el 30% de los diagnósticos se produce en personas menores de 65 años, e incluso 

se ha descrito Parkinson infantil (Poewe et al., 2017). 

 

En la patogenia de la EP se proponen varios mecanismos como causantes de la lesión del 

grupo de neuronas presentes en la substantia nigra, sin que exista hasta el momento una causa 

directamente relacionada. Entre estos mecanismos se postula una combinación de predisposición 

genética junto con factores ambientales (Albin, 2006). 

 

El factor genético, que inicialmente se propuso como única causa, se ve más asociado con 

la forma atípica de inicio temprano de la EP, que representa un porcentaje bajo de los casos, lo 

que sustenta la hipótesis de que más de un factor, además del genético, puede ser la causa de esta 

patología (Albin., 2006; Morgado et al., 2007). Se han identificado al menos nueve loci y la 

clonación de genes involucrados en la forma familiar de la enfermedad (Morgado et al., 2007). 

 

Entre los factores ambientales propuestos se encuentran la oxidación desencadenada por la 

presencia de radicales libres, la acción de toxinas exógenas, como manganeso y los plaguicidas 

organofosforados, y otros posibles factores ambientales (Davies, 2008), como por ejemplo ocurre 

tras la exposición aguda a la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina, compuesto análogo a la 

meperidina, que comúnmente se encuentra como contaminante en psicoestimulantes ilícitos, y que 

es una causa conocida de desarrollo rápido de la enfermedad, por lo que se emplea en investigación 

para el desarrollo de modelos animales de la EP.  

 

En un individuo sano, la generación de los movimientos motores coordinados por parte del 

cerebro, radica en un equilibrio entre la activación de los movimientos voluntarios o vía directa y 

la acción de la vía inhibitoria o vía indirecta. En ambas vías participa el neurotransmisor dopamina, 

así como sus receptores dopaminérgicos. Así, en condiciones normales, están implicados los 

receptores tipo 1 de dopamina (D1), situados en el globo pálido interno y en la parte reticular de 

la sustancia nigra, junto con las neuronas dopaminérgicas que proyectan al globo pálido externo, 
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donde se localizan los receptores tipo 2 de dopamina (D2). En los pacientes con EP, debido a la 

existencia de degeneración dopaminérgica, estas vías se encuentran afectadas, produciéndose una 

hipoactividad en la vía directa y una hiperactividad en la vía inhibitoria. Todo ello genera una 

incapacidad para la realización de los movimientos coordinados. La pérdida de comunicación 

dopaminérgica entre los ganglios basales y el cuerpo estriado genera una serie de acontecimientos 

causantes de la sintomatología clásica de la EP (temblor, rigidez muscular, bradicinesia).      

                                               

Debido a que la dopamina participa como neurotransmisor a nivel sistémico en otras 

funciones del organismo, una disminución en sus niveles puede asociarse con otras alteraciones 

clínicas que afectan, por ejemplo, a la presión sanguínea y la contracción cardiaca o a la regulación 

hormonal de la prolactina. Por ello, en pacientes con EP pueden aparecer acontecimientos adversos 

adicionales, como hipoventilación central, una marcada hipotensión ortostática, mioclonía o 

incontinencia urinaria (Park et al., 2018). 

 

Como otras enfermedades neurodegenerativas, la edad de inicio es un factor importante, 

ya que tiene influencia en sus manifestaciones clínicas y en su progresión (Jankovic J., 2008; 

Schrag et al., 2003). Síntomas no motores como trastornos neuropsiquiátricos y del sueño, dolor, 

disfunciones autonómicas, se desarrollan con frecuencia antes de la aparición del deterioro motor, 

y tienen un impacto muy negativo en la calidad de vida de los pacientes (Chaudhuri y Schapira, 

2009). 

 

1.1. Manifestaciones Clínicas 

 

La EP es una enfermedad neurodegenerativa, crónica y progresiva, cuyos síntomas 

empeoran con el tiempo, a medida que progresa la neurodegeneración. Aproximadamente el 90% 

de los casos son esporádicos, es decir, sin una causa genética hereditaria. Antes de la existencia de 

la terapia con L-DOPA, la mortalidad de los pacientes era tres veces mayor que el resto de la 

población de la misma edad y aunque este fármaco ha mejorado cualitativamente su día a día, la 

esperanza de vida sigue siendo menor que la de la media del resto de población (D’Amelio et al., 

2006). 

 

Clínicamente, cualquier afección que incluya déficit estriatal de DA o daños en el estriado, 

puede conducir a parquinsonismo. Los primeros síntomas se engloban en la fase “premotora” de 

la enfermedad, pudiendo trasncurri varios años antes de que se detecten síntomas motores, que 
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incluso pueden pasar inadvertidos o ser malinterpretados. Entre los citados síntomas podemos 

destacar sensación de astenia, rigidez, lenguaje monótono, disautonomía, disfunciones 

gastrointestinales, urinarias y sexuales, trastornos del estado del ánimo y del sueño y 

enlentecimiento general (Nalls et al., 2011; Sveinbjornsdottir, 2016). 

 

En la fase de síntomas motores (Tabla 1), destacan los denominados síntomas cardinales 

de la enfermedad: temblor, rigidez, bradicinesia o acinesia y alteraciones posturales: 

 

 Temblor en Reposo: a 4-6 hercios, es el resultado de una contracción lenta de los 

músculos tanto agonistas como antagonistas. Es la forma más frecuente de presentación de 

la enfermedad, aunque no se manifiesta en todos los pacientes. El temblor es principalmente 

distal, afecta sobre todo a las extremidades superiores y, con menor frecuencia, a labios, 

mentón, lengua y extremidades inferiores. Es característico que desaparezca con el 

movimiento, para reaparecer de nuevo cuando el miembro vuelve a estar en reposo. 

También es típico que cese durante el sueño y aumente en situaciones de estrés y ansiedad 

(Sveinbjornsdottir., 2016). 

 

 Rigidez:  conocida como hipertonía parkinsoniana, y se caracteriza por una elevada 

rigidez debido al aumento del tono muscular, de manera que los músculos se encuentran 

en constante tensión. Afecta a los brazos, las piernas y el tronco, aumentando el tono 

durante el movimiento pasivo de una extremidad. Ésta puede ser sostenida durante todo el 

desplazamiento o durante el movimiento completo; en este caso se la denomina rigidez “de 

tubo de plomo”. La rigidez suele ser más evidente en los segmentos distales de las 

extremidades y en las articulaciones de la muñeca y el tobillo. Clínicamente se evalúa 

mediante el movimiento pasivo de varias articulaciones, mientras se le pide al paciente que 

intente relajar su extremidad. Se considera que hay rigidez cuando es necesaria más fuerza 

de la esperada para movilizar la articulación, en un cierto rango de movimiento (Cano de la 

Cuerda et al., 2010). En ocasiones, la rigidez está sujeta a interrupciones rítmicas, 

denominándose entonces “rigidez de rueda dentada”, y se atribuye al temblor postural que 

afecta a la extremidad, aunque éste no sea siempre visible. 

 

 Bradicinesia o Acinesia: es el síntoma más incapacitante de la enfermedad; y se 

caracteriza por la lentitud en la ejecución de cualquier movimiento, con una reducción 

progresiva de la velocidad y la amplitud de los movimientos repetitivos. Su consecuencia 
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es una falta de expresividad   motora, con disminución del parpadeo. También puede afectar 

al habla, provocando una disminución del volumen de voz, así como a la masticación y la 

deglución. Influye también produciendo una disminución del balanceo de los brazos 

durante la marcha (Sveinbjornsdottir, 2016). 

 

 Alteraciones en el equilibrio y la coordinación: a medida que la enfermedad 

evoluciona, los pacientes sufren una pérdida de reflejos posturales, adquiriendo una postura 

encorvada, que dificulta el mantenimiento de la posición vertical corporal, pudiendo 

ocasionar caídas involuntarias (Beitz, 2014).  

 

Los síntomas de la EP a menudo comienzan en un lado del cuerpo, extendiéndose, en un 

período de tiempo de varios meses a pocos años, a ambos lados. Las alteraciones, que se perciben 

del lado opuesto del cuerpo, casi siempre presentan menor gravedad que en el lado inicial, 

condición que suele conservarse. A medida que los síntomas empeoran, las personas que padecen 

la enfermedad pueden tener problemas para caminar, hablar o realizar tareas sencillas, de manera 

que al cabo de unos 10-15 años, el enfermo de Parkinson suele requerir asistencia para la mayor 

parte de sus actividades diarias, pasando a ser totalmente dependiente al final de la enfermedad 

(Poewe, 2006). 

 

Además, los pacientes pueden presentar síntomas no motores, que, aunque menos 

conocidos por su alta variabilidad, no por ello resultan menos importantes. Destacan las 

alteraciones producidas en el sueño, lentitud en el pensamiento, razonamiento y memoria, así 

como alteraciones neuropsiquiátricas (depresión, ansiedad, apatía, alucinaciones, delirios, etc.), 

entre otros (Rana et al., 2015). 
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Tabla 1. Enfermedad de Parkinson. Síntomas motores y no motores más frecuentes. 

 

 

De todos ellos, el síntoma más frecuente de la enfermedad es el temblor en reposo, el cual 

aparece en alrededor de un 50% de los casos, aumentando este porcentaje hasta el 80% con el 

avance de la enfermedad. El segundo síntoma en orden de frecuencia es la alteración en la marcha, 

que suele comenzar en una extremidad (lado). Sin embargo, la persistencia de alteración asimétrica 

en la marcha debe hacer considerar la posibilidad de otras enfermedades, como la parálisis 

supranuclear progresiva. El tercer síntoma en frecuencia de presentación es la bradicinesia.  

 

La fisiopatología de los síntomas no motores (SNM) aún no se comprende bien, aunque se 

postula la existencia de una disfunción de los sistemas dopaminérgico y no dopaminérgico (Fox, 

2013). 

Síntomas motores 

 
Relacionados con el movimiento y la movilidad. Pueden ser modificaciones de los 

síntomas principales de la enfermedad de Parkinson. 

 

 Temblor. 

 Dificultad para levantarse de la silla.  

 Dificultad para usar las manos. 

 Calambres musculares.  

 Dificultad para hablar.  

 Lentitud general. 

 Rigidez general. 

 Problemas de equilibrio. 

 

Síntomas no motores 

 

Afectan al proceso de pensamiento, la sensibilidad y la sensación de bienestar. 

 

 Ansiedad. 

 Intranquilidad. 

 Crisis de angustia. 

 Dificultad para respirar. 

 Insomnio, trastornos del sueño. 

 Sudoración excesiva. 

 Dificultad para pensar con claridad. 

 Lentitud del pensamiento. 

 Falta de energía. 

 Dolor. 
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Entre ellos, el dolor es un síntoma no motor importante de la EP, a menudo subestimado y 

tratado de manera inadecuada (Buhmann et al., 2020). La neurobiología del dolor en la EP es 

compleja y parece implicar la neurotransmisión serotoninérgica, noradrenérgica, glutamatérgica y 

del ácido gamma-aminobutírico (GABA), además de los sistemas dopaminérgicos (Barone, 2010). 

 

La pérdida olfativa es otro de los síntomas no motores comunes en la EP, y suele ocurria a 

menudo en las primeras etapas, antes de la aparición de los síntomas motores (Pont-Sunyer et al., 

2015). La disfunción olfativa está asociada con un deterioro cognitivo y una progresión más rápida 

de la enfermedad (Barone, 2010). 

 

En cualquier caso, debido a los diversos perfiles y estilos de vida de las personas afectadas 

por la EP, las discapacidades motoras y no motoras deben evaluarse en el contexto de las 

necesidades y tratamiento de cada paciente (Jankovic, 2008). 

 

1.2. Etiología 

 

La causa de la EP no está totalmente esclarecida hoy en día. Menos del 10% de los casos 

son debidos a factores genéticos, a los que se denomina parquinsonismo familiar. El otro 90% se 

denomina parquinsonismo esporádico o idiopático, y puede estar relacionado con factores 

ambientales, exposición a contaminantes, entre otros.  

 

La hipótesis de que la enfermedad es provocada por toxinas ambientales fue dominante 

durante el siglo XX, consecuencia de la epidemia de encefalitis letárgica y los casos de EP 

inducidos por el subproducto de la síntesis de heroína; el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 

(MPTP).  

 

Sin embargo, con el descubrimiento de varios genes causantes de la enfermedad, se empezó 

a pensar en una susceptibilidad hereditaria. Hoy en día se asume que ambos factores pueden estar 

relacionados (Dauer y Przedborski, 2003). 
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1.2.1.  Factores Ambientales 

 

A pesar de que hasta ahora no se ha sugerido ningún factor ambiental específicamente 

asociado a la EP, numerosos estudios epidemiológicos han relacionado diversos factores 

ambientales con un mayor o menor riesgo de padecer la EP (Campdelacreu, 2014). 

 

La hipótesis ambiental postula que la neurodegeneración resulta de la exposición a una 

neurotoxina que daña específicamente las neuronas dopaminérgicas. Teóricamente, la 

neurodegeneración progresiva de la EP se debería a una exposición continuada a esta toxina o por 

una exposición limitada, que iniciaría una cascada de eventos perjudiciales. Por ejemplo, se ha 

visto que personas drogo-dependientes desarrollaron un síndrome idéntico a la EP tras su 

intoxicación ocasional con MPTP (Langston et al., 1983), lo que sería un caso prototípico de cómo 

un agente exógeno puede provocar la enfermedad.  

 

También se ha postulado que la población rural está más expuesta a sufrir la enfermedad 

por el uso y contacto con pesticidas y herbicidas tales como el paraquat, estructuralmente similar 

al metabolito activo del MPTP 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), y la rotenona, que se comportan 

como toxinas mitocondriales (inhibidores del complejo mitocondrial I) (Tanner, 1992). Otros 

estudios no aceptan la hipótesis de que exista una relación entre la exposición a una toxina 

específica y la aparición de EP esporádico, argumentando para ello que, por ejemplo, el catión 

amonio cuaternario del paraquat no permitiría a la molécula atravesar la barrera hematoencefálica 

(BHE) (Hisata, 2002) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Estructuras químicas de MPTP+, rotenona y paraquat. 
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1.2.2.  Factores Genéticos 

 

En las últimas dos décadas se han descrito diversos genes que pueden participar en la génesis 

de la EP. El primero de estos genes fue identificado en una familia italo-americana, en la cual se 

encontró una herencia dominante autonómica para la α-sinucleína (Polymeropoulos et al., 1997). 

Desde entonces se han identificado casi una veintena de loci implicados en la EP familiar, 

parquinsonismo y síndromes donde el parquinsonismo está predominantemente presente (Hardy 

et al., 2009) (Tabla 2). Lo interesante de estos genes parquinsonianos es que han permitido 

profundizar en los procesos afectados en la génesis de la EP a partir de una mutación en un gen 

específico y trasladar esa información a los casos esporádicos (Dauer y Przedborski, 2003; Van 

Der Brug et al., 2015).  

 

Los genes que confieren susceptibilidad o que son causa directa de la misma, se agrupan 

bajo la denominación de PARK (PARK1-PARK16) (Kubo et al., 2006; Klein et al., 2007; Mena 

et al., 2008; Hatano et al., 2009). Se puede decir que los genes parquinsonianos implican 

alteraciones en los siguientes procesos, también encontrados en los casos esporádicos (Van Der 

Brug et al., 2015): 

 

 Alteración de la proteostasis con proteínas mal plegadas y acumulación de agregados 

proteicos (Parkina y UCH-L1). 

 Defectos en la fosforilación de ciertos sustratos, incluyendo quinasas (PINK1, LRRK2). 

 Disfunción mitocondrial y estrés oxidativo (PINK1, DJ-1). 

 

El gen de la α-sinucleína (PARK1) ha sido el primero en ser reconocido como implicado 

en una forma anormal de la EP, que se transmite de manera autosómica dominante. La α-sinucleína 

se localiza fundamentalmente en el neocórtex del hipocampo y sustancia nigra (SN), y constituye 

la proteína mayoritaria aislada a partir de los cuerpos de Lewy (LB), una de las lesiones más 

características localizadas en el análisis postmortem de cerebros de personas que han padecido la 

EP (Cookson, 2012). 

 

El gen parkina (PARK2), está implicado en un tipo de parkinsonismo familiar precoz, 

autosómico recesivo, que afecta a cerca del 50% de los casos de EP familiar (Klein y 

Westenberger, 2012). Este tipo de la enfermedad se manifiesta con prácticamente ausencia de 

cuerpos de Lewy, lo que sugiere que dicho gen juega un papel fundamental en la 



24 
 

formación/ausencia de este tipo de inclusiones. Así, parkina está implicado en una de las vías 

mayoritarias de degradación de proteínas en la célula; la vía de ubiquitina-proteasoma, de manera 

que debido a su actividad E3-ubiquitina ligasa reconoce proteínas específicas como sustrato, e 

induce su poliubiquitinación y posterior degradación (Hasegawa et al., 2008). 

 

El gen PINK 1 (PARK6), codifica la serin-treoninquinasa, cuya función no está totalmente 

esclarecida, aunque se postula que podría ejercer un papel protector en situaciones de estrés celular 

o incremento en la demanda de energía por las células (Valente et al., 2004). 

  

El gen LRRK2 (PARK8) codifica la LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2) o dardarina, 

proteína abundante en el cerebro, aunque también se encuentra en otros tejidos. El papel funcional 

de la dardarina está aún por dilucidar, aunque se ha postulado que interviene en reacciones que 

requieren interacción proteína-proteína, en determinados procesos de transducción de señales, en 

la formación de la estructura del citoesqueleto, y en funciones de aclaramiento celular mediante 

autofagia. Se conocen bastantes mutaciones del gen LRRK2 implicados en casos dominantes de 

la EP, siendo algunas de las más frecuentes en la población caucásica las G2019S y la R1441G. 

Se calcula que cerca del 30% de los casos de parkinsonismo familiar podrían deberse a una 

alteración en este gen, así como alrededor de un 2-3% de los casos no familiares. Las mutaciones 

del gen LRRK2 se asocian a parkinsonismo clásico de inicio tardío, con herencia autosómica 

dominante, y con una mayor predisposición a presentar síntomas psiquiátricos, tales como: 

depresión, ansiedad, irritabilidad, alucinaciones  y demencia, que no están relacionados con la 

medicación dopaminérgica (Mena et al., 2008). 

 

El gen DJ1 (PARK7) está localizado en la región 1p36, contiene 8 exones y codifica una 

proteína de 189 aminoácidos que pertenece a la familia ThiJ/Pfp1. La frecuencia de mutaciones es 

muy baja, estando tan sólo presente en alrededor del 2% de los pacientes con EP de inicio 

temprano. La función del gen DJ1 podría ser la de proteger las neuronas del estrés oxidativo y/o 

del daño mitocondrial (Kubo et al., 2006). 

 

Más recientemente, y gracias a los estudios genómicos realizados a gran escala mediante 

el contraste de miles de análisis poblacionales, se han identificado otros loci relacionados con el 

riesgo de sufrir EP. Aunque este riesgo sea bajo, el conocimiento de nuevas vías implicadas en la 

muerte neuronal supone que se puedan desarrollar nuevas estrategias para bloquearlas (Van Der 

Brug et al., 2015). 

 



                                                                                                                                                                                                     

25 
 

Así, se ha conseguido construir un mapa genético global que relaciona variaciones 

genéticas poco frecuentes, pero de alto riesgo, como las presentes en SNCA y LRRK2, junto con 

variaciones más frecuentes, de alto riesgo, que no son la causa directa de la enfermedad, como las 

sufridas por GBA y LRRK2, hasta las de alta frecuencia, pero bajo riesgo de SNCA, MAPT, 

LRRK2 y en el locus HLA (Nalls et al., 2011). Llama la atención que existan loci que abarquen 

todo el espectro de frecuencia de los alelos de riesgo y severidad como, por ejemplo, algunas 

mutaciones puntuales en LRRK2 que son causantes de la enfermedad, mientras que polimorfismos 

del gen que son factores de riesgo elevado y otras variaciones de mayor frecuencia, confieren, sin 

embargo, un riesgo menor de desarrollar la EP (Paisán-Ruiz et al., 2013). 

 

 

Tabla 2. Genes asociados a la enfermedad de Parkinson. Localizaciones cromosómicas de los 

loci “PARK” definidos en la base de datos OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man). 

AD; autosómica dominante, AR; autosómica recesiva. 

  

 

 

 

 

 

Locus 

Localización 

cromosómica 

 

Gen 

 

Herencia 

Manifestaciones 

clínicas 

PARK1 4q21-q23 
 

α-sinucleína 
 

AD Cuerpos de Lewy. 
Inicio temprano y progresión 

lenta. 

PARK2 6q25.2-q27 

 

PARK2 AR Inicio juvenil, progresión lenta. 

PARK3 2P13       PARK3 AD Inicio tardío. Cuerpos de 

Lewy. 

 

PARK4 

 

4p14-16.3 

α-sinucleína 

(mutaciones múltiples) 

 

AD 

 

Cuerpos de Lewy 

PARK5 4p14 UCH-L1 AR    Atrofia ocular, inicio infantil 

PARK6 1p35-p36 PINK1 AR  Inicio temprano y progresión 

lenta. 

PARK7 1p36.33-p36.12 DJ-1 AR 
Inicio juvenil, progresión lenta. 

PARK8 12p11.23-q13.11 LRRK2 AD EP familiar de inicio tardío y 

esporádico. Pueden aparecer 

cuerpos de Lewy. 

PARK9 1p36 ATP13A2 AR Síndrome Kufor-Rakeb. 

PARK10 1p32 PARK10 No determinado Inicio tardío 

PARK11 2q36-q37 GIGYF2 No determinado Susceptibilidad de sufrir EP. 

PARK12 Xq21-q25 PARK12 Ligada al cromosoma X  

  PARK13 2P12 HTRA2 No determinado  

PARK14 18q11 PLA2G6 No determinado  

PARK15 22q12-q13 FBXO7 AR Inicio temprano. 

PARK16 1q32 FBXO7 No determinado  
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1.3. Patogénesis  

 

Al margen del origen genético, ambiental o la interacción entre ambos, las características 

patológicas comunes de la EP son la pérdida de neuronas dopaminérgicas nigroestriatales y la 

presencia de inclusiones intracelulares o cuerpos de Lewy. Estos agregados proteicos están 

formados principalmente por acúmulos de la proteína α-sinucleína (Spillantini et al., 1997), 

neurofilamentos y ubiquitina (Kuzuhara et al., 1988). 

 

Los cuerpos celulares de las neuronas nigroestriatales están en la SNpc, y proyectan, entre 

otras estructuras, al putamen. Estas neuronas contienen cantidades visibles de neuromelanina, de 

color negro, por lo que, al morir, se produce la despigmentación típica encontrada en estudios post 

mortem. Se estima que los síntomas se hacen visibles cuando los niveles de DA disminuyen 

aproximadamente un 80% en el putamen dorsolateral, lo que significa una elevada denervación de 

esta estructura, y cuando la muerte neuronal en la SNpc está bastante extendida y alcanza cerca 

del 60%, lo que dificulta el diagnóstico preventivo de la enfermedad (Bernheimer et al., 1973). 

Durante la fase subclínica se produce un mecanismo compensatorio tanto en los ganglios basales 

como en otras áreas cerebrales, para suplir la falta de DA (Bezard et al., 2003). Más adelante, 

también se produce la degeneración de neuronas no dopaminérgicas, como la vía colinérgica del 

núcleo basal de Meynert, las neuronas serotoninérgicas del núcleo del rafe (asociadas a la aparición 

de demencia y depresión), y las neuronas secretoras de hipocretina en el hipotálamo (Braak et al., 

2003). 

 

En la vía directa, las neuronas espinosas medianas del estriado producen una inhibición 

GABAérgica del globo pálido interno y la sustancia nigra pars reticulada (SPNr), que a su vez 

inhibe el tálamo, cuya función es excitatoria sobre la corteza frontal, traduciéndose en la ejecución 

del movimiento. La función de la vía indirecta es la contraria y normalmente está inhibida por la 

SPNr. Al activarse, las proyecciones GABAérgicas inhiben al núcleo subtalámico, que estaría 

controlando al globo pálido interno y la corteza frontal, produciendo un cese del movimiento. 

Muchos de los mecanismos por los que se cree que degeneran las neuronas dopaminérgicas 

nigroestriatales están interconectados entre sí actuando de manera concertada, lo que sin duda tiene 

que influenciar el diseño de futuras estrategias neuroprotectoras que deberían basarse en un 

tratamiento farmacológico multifactorial (Youdim et al., 2007).  

 

Entre estos mecanismos destacan los siguientes:  
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1.3.1.  Disfunción mitocondrial  

 

La primera evidencia de disfunción mitocondrial encontrada en la EP fue la inhibición del 

complejo I (Schapira et al., 1990), y poco después, de una de las enzimas clave del ciclo de Krebs, 

la α-cetoglutarato deshidrogenasa (Mizuno et al., 1994) en la SN de pacientes con la enfermedad. 

También se ha visto la existencia de una alteración de la función mitocondrial en casos de EP 

familiar con mutaciones en α-sinucleína, parkina, PINK1 y DJ-1, y de LRRK2 (Schapira, 2008; 

Schapira y Jenner, 2011). En concreto, parkina y PINK1 actúan conjuntamente en la autofagia de 

las mitocondrias defectuosas, llamada mitofagia (Narendra et al., 2008). La existencia de un déficit 

en la cadena de transporte de electrones a nivel mitocondrial, junto con la existencia de depósitos 

de hierro en el cerebro, que estarían actuando como catalizadores en la reacción de Fenton para la 

formación de radicales libres, explicarían el hecho de que las personas afectadas por EP poseen un 

mayor estrés oxidativo, junto con una menor defensa de los mecanismos antioxidantes (Jomova et 

al., 2010). 

 

1.3.2.  Estrés Oxidativo 

 

Los mecanismos de óxido-reducción desempeñan un papel importante en la fisiología 

celular, y engloban procesos de renovación de membranas, supervivencia de células en el sistema 

nervioso durante etapas embrionarias, mitosis, migración celular, síntesis y liberación de 

hormonas, aumento en la transcripción de citocinas durante procesos inflamatorios, así como 

participación en la señalización celular y mecanismos de segundos mensajeros. 

 

Los radicales libres y las especies reactivas de oxígeno (ROS) se generan en el 

metabolismo celular, y tienen como objetivo la obtención de energía. Para poder mantener un 

equilibrio de óxido-reducción en el organismo, los sistemas antioxidantes eliminan las ROS 

producidas. En situaciones patológicas como la EP, se produce un estado de estrés oxidativo, y 

como consecuencia se aumenta la producción de radicales libres y de ROS (Lin y Beal, 2006). 

Cuando los mecanismos celulares no pueden contrarrestar estos cambios, se inicia una cadena de 

reacciones que involucran alteraciones de los canales iónicos, junto con un aumento en la 

liberación de calcio y en la producción de óxido nítrico (Halliwell, 2006). El aumento en los 

niveles de calcio y óxido nítrico estimula la producción de interleucinas inflamatorias, causando 

gliosis e incrementando el estado de estrés oxidativo. Además, la producción de ROS también 
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activa el factor nuclear kappa beta (NFkß), lo que conduce a la alteración del sistema inmune 

(Flood et al., 2011). 

 

En la actualidad existen evidencias demostradas de las propiedades de agregación de α–

sinucleína y de su asociación con el estado de estrés oxidativo presente en la EP. Así, se ha 

observado in vitro que los agregados tipo amiloide de la α-sinucleína son similares a los 

observados in vivo (Jenner y Olanow, 1996), y que además se encuentran inducidos por co-

incubación con cobre (II), Fe/peróxido de hidrógeno, o citocromo c/peróxido de hidrógeno (Sayre 

et al., 2001). 

 

Las deficiencias en las principales enzimas antioxidantes en el cerebro, como la 

catalasa superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa, la  reducción  en  los  niveles  de glutatión 

reducido y la menor señalización mediada por Nrf2 (Cuadrado et al., 2009), al igual que la 

existencia de peroxidación lipídica (malondialdehído, hidroperóxidos, 4-hidroxinonenal), 

oxidación del ADN (8-hidroxiguanosina), la formación de agregados de α-sinucleína ( T ofaris 

y Spillantini, 2005), la existencia de alteraciones en el metabolismo del hierro y los depósitos 

de este metal que se forman en la SNpc, junto con otros acontecimientos observados en muestras 

de pacientes o en modelos experimentales de la EP, son todos indicadores de que el estrés 

oxidativo en la EP es un hecho real e importante que contribuye notablemente a su patogénesis 

(Dong et al., 2009) , y que además no parece limitarse solamente al cerebro (Kikuchi et al., 

2002). El origen de los radicales libres implicados en el estrés oxidativo apunta tanto a fuentes 

neuronales como gliales, procedentes de un malfuncionamiento a  nivel mitocondrial y, 

posiblemente también a nivel del retículo endoplásmico (Surmeier et al., 2007; Schapira y Jenner, 

2011). 

 

1.3.3.  Alteración de la proteostasis 

 

La presencia de diferentes proteínas agregadas en los cuerpos de Lewy condujo a la 

idea de que el catabolismo de las proteínas dañadas o mutadas podría estar interrumpido en 

la EP (Giasson et al.,  2000), situando en el punto de mira al sistema ubiquitina-proteasoma 

(UPS), cuya implicación ha sido corroborada tras el descubrimiento de las mutaciones en 

parkina y UCH-L1, que tienen función como ligasa proteína-ubiquitina y en el reciclado de 

ubiquitina. Además, se ha descrito la existencia de cambios en la actividad catalítica y en la 

expresión en la SNpc del proteasoma 26S (también afectado por la alteración de la función 
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mitocondrial) que están asociados con el hecho de que la degradación de l a  α-sinucleína 

(McNaught y Jenner, 2001; Tofaris et al., 2001) estuviese interrumpida en la EP. De hecho, la 

expresión de las proteínas de membrana asociadas al lisosoma de tipo 2A (LAMP2A), que 

median la autofagia por chaperonas, y la proteína de choque térmico 70 (Hsp70) se encuentra 

reducida en la SNpc de pacientes con EP (Alvarez-Erviti et al., 2010) .  

 

1.3.4. Inflamación y activación microglial 

 

La inflamación presente en las enfermedades neurodegenerativas, como la EP, se produce 

como respuesta a una lesión o alteración en el sistema nervioso central (SNC), y consiste 

principalmente en una respuesta inmune innata, que activa las células de la glia (astrocitos y 

microglía) (Gao et al., 2003; Block y Hong, 2005; Hanisch y Kettenmann, 2007). Además, la 

existencia de inflamación en el sistema periférico aumenta más aún el daño en la SN y parece ser 

debido a una ruptura de la BHE, lo que estaría permitiendo que las citoquinas proinflamatorias 

periféricas afectasen al cerebro (Hernández-Romero et al., 2012). 

 

En condiciones normales, la microglía se encuentra en reposo, pero si existe una lesión o 

infección, se activa (Liu et al., 2003; Wang et al., 2012). Una vez activada, sufre un proceso de 

maduración originando dos estadios diferentes: el activo y el reactivo. La microglía activada, desde 

el punto de vista estructural, se caracteriza por ser una célula ramificada, con un cuerpo celular 

más grande que la no activada, y que presenta proyecciones cortas. Expresa receptores del 

complemento CR3 y del complejo de histocompatibilidad de clase-1 (MHC-1). Además, activa 

una serie de productos citotóxicos, que provocan daño y muerte neuronal, tales como: factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleuquinas (IL-1b) e interferón gamma (IFN-γ), factores que 

son potentes inductores del aumento de producción de óxido nítrico (Liu et al., 2003; Hirsch y 

Hunot, 2009). Por otra parte, la microglia reactiva es más pequeña, esférica, carece de 

ramificaciones, y en la que está aumentada la expresión de MHC-1 y MHC-2 y la capacidad de 

presentar antígenos a las células T para su degradación. Por lo tanto, después de un estímulo 

inflamatorio descontrolado, la activación de la microglía interviene en la extensión de la lesión 

cerebral (Wyss-Coray y Mucke, 2002). 

 

En estudios realizados en muestras post mortem de pacientes con EP, se ha encontrado 

microglía activada y astrocitosis en la SNpc (McGeer et al., 1988). En esta microglía activada está 

presente el óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (Hirsch et al., 2003), fuente de óxido nítrico 
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(NO), que a su vez puede reaccionar con el superóxido, tanto de origen glial como neuronal, 

para formar peroxinitrito, altamente reactivo, y que puede nitrar proteínas y otras biomoléculas, 

como la α-sinucleína, forma en la que se encuentra en los cuerpos de Lewy (Giasson et al., 2000). 

  

Todas estas evidencias señalan el valor que tiene en la patogénesis de la EP la activación 

de las células gliales, hasta el punto de que los niveles en suero de RANTES, una quimioquina 

producida por la microglía activada, que se sabe se encuentran muy elevados en la EP, puede 

utilizarse y se ha propuesto como biomarcador de la enfermedad ( Rentzos et al., 2007). 

 

Un segundo tipo de células de la glía son los astrocitos; que actúan como puente para 

suministrar los nutrientes de los capilares sanguíneos a las neuronas, y que son el lugar principal 

de almacenamiento de glucógeno en el cerebro. Los astrocitos se activan mediante diversas 

modificaciones estructurales, que reciben el nombre de astrocitosis. La característica principal de 

la astrocitosis es el aumento en el número y tamaño de la proteína ácida fibrilar de la glía (GFAP), 

que forma parte del citoesqueleto, y es considerada como el principal marcador de astrocitosis 

(Raine, 2000). La función precisa de la molécula de GFAP todavía no está clara, aunque parece 

que un aumento en los niveles de GFAP provoca una mayor producción de esta proteína en las 

células, así como un aumento en el número de astrocitos, ya sea debido a su proliferación o a su 

migración. Una de las funciones más importantes de los astrocitos activados es su participación en 

la respuesta inmune del sistema nervioso central. Se ha visto que los astrocitos activos producen 

moléculas que están implicadas en la iniciación y regulación de la respuesta inflamatoria. Entre 

ellas se incluyen citocinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1b, IL-17 y IL-6) y antiinflamatorias, 

quimiocinas, eicosanoides, prostaglandinas y tromboxanos (Mrak y Griffin, 2005).  

 

Por otra parte, también se ha demostrado que los astrocitos activos conducen a la expresión 

de la ciclo-oxigenasa tipo-2 (COX-2) y del óxido nítrico sintasa, que provocarían la producción 

de ROS y de NO, responsables del estrés oxidativo y de la muerte neuronal (Rappold y Tieu, 

2010). 

 

1.3.5.  Excitotoxicidad  

 

Tanto el cuerpo estriado, donde se localizan las terminaciones nigroestriatales 

dopaminérgicas, como la SNpc, donde se encuentran los cuerpos celulares de estas neuronas, están 

sometidos a control glutamatérgico, por lo que una alteración en la homeostasis de este 
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neurotransmisor puede ser parte del proceso patogénico en la EP. Se cree que la causa de la 

excitotoxicidad en la EP es la hiperactividad del núcleo subtalámico (STN), que libera glutamato 

e inerva la SNpc y el segmento interno del globo pálido (Bevan et al., 2002; Steigerwald et al., 

2008). Así, a medida que se produce la pérdida neuronal en la SNpc, aumenta la actividad 

glutamatérgica del STN, que amplifica la muerte celular, y que contribuye a la evolución de 

algunos de los síntomas clínicos de la EP, por ejemplo; el temblor parquinsoniano. 

 

1.4.    Diagnóstico 

 

El diagnóstico de la EP se basa principalmente en el estudio de los síntomas, los 

antecedentes, y el examen físico, pudiendo ser necesaria la realización de estudios 

complementarios, incluyendo técnicas de neuroimagen y el empleo de biomarcadores. La buena 

respuesta al tratamiento dopaminérgico también constituye un dato diagnóstico importante 

(Jankovic, 2008; Lees et al., 2009; Shulman et al., 2011). 

 

El diagnóstico definitivo precisa de la confirmación de los hallazgos neuropatológicos 

característicos, es decir; pérdida neuronal a nivel de la SNpc y la presencia de cuerpos de Lewy. 

La confirmación histopatológica no se alcanza en vida, realizándose post-mortem en la mayoría 

de los casos en los que se obtiene (Dickson et al., 2009). No obstante, los criterios clínicos más 

empleados son los dados por el Parkinson's UK Brain Bank (Tabla 3) 

(https://www.parkinsons.org.uk), que permiten definir con una precisión elevada, cercana al 

75-95%, que realmente se trata de una EP  (Postuma et al., 2015; Martínez-Fernández et al., 

2016). Se fundamenta en lo siguiente:  

 

 La presencia de un parkinsonismo, definido por bradicinesia o lentitud de movimiento y al 

menos otro signo motor. 

 

 La exclusión de otras causas justificativas, generalmente descartadas por los antecedentes 

del paciente y el examen físico-neurológico. 

 

 La existencia de datos característicos de la EP que apoyen este diagnóstico (Postuma et al., 

2015). Recientemente, la Movement Disorder Society (MDS) ha publicado unos nuevos 

criterios que están pendientes de ser formalmente validados, y que se fundamentan en los 

https://www.parkinsons.org.uk/
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mismos principios que los criterios “clásicos” del Parkinson's UK Brain Bank (Tarakad y 

Jankovic, 2017). 

 

Estos criterios están siendo revisados, para su mejora, por la Movement Disorders 

Society (MDS) (Berg et al., 2015). 

 

Hay que tener en cuenta que otros trastornos neurodegenerativos pueden parecerse 

clínicamente a la EP, como ocurre con la demencia de cuerpos de Lewy, la atrofia 

multisistémica o la parálisis supracraneal progresiva. Este grupo de disfunciones representan 

aproximadamente al 9-33% de los pacientes en los que existe sospecha de EP. En estos casos, 

el diagnóstico diferencial entre la EP y otros trastornos productores de parkinsonismo puede 

ser difícil, principalmente en los estadios tempranos de la enfermedad, cuando se superponen 

los signos y síntomas. Sin embargo, algunas características clínicas pueden ayudar a 

diferenciarlos. Por ejemplo, en la atrofia multisistémica y en la parálisis supranuclear 

progresiva, existe degeneración corticobasal diferente a la observada en la EP. Por lo que se 

refiere a la demencia de cuerpos de Lewy, se caracteriza por escaso temblor y síntomas 

psiquiátricos frecuentes, con alucinaciones visuales e hipersensibilidad neuroléptica (McKeith 

et al., 2005). 
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 1. Diagnóstico de la EP 

 

Bradicinesia: lentitud en el inicio de los movimientos voluntarios con reducción progresiva de 
la velocidad y amplitud del mismo tras una acción repetida. Además, uno de los siguientes 

signos: 

 

 Rigidez. 

 Temblor de reposo 4-6 hercios (Hz). 

 Inestabilidad postural. 

 

2. Criterios de exclusión de la EP 

 
Antecedente de ictus de repetición con una progresión escalonada de los signos 

parkinsonianos.  

 

 Antecedentes de traumatismos craneoencefálicos repetidos. 

 Antecedente de encefalitis. 

 Tratamiento con neurolépticos al inicio de la sintomatología. 

 Existencia de más de un familiar afectado. 

 La enfermedad remite de forma sostenida. 

 Afectación estrictamente unilateral después de tres años.  

 Paresia supranuclear de la mirada. 

 Signos cerebelosos. 

 Afectación autonómica importante de forma precoz. 

 Aparición de demencia de forma precoz con alteración en memoria, 

lenguaje y praxias. 

 Presencia de un tumor cerebral o hidrocefalia comunicante en un escáner 

cerebral. 

  Respuesta negativa a una dosis suficiente de levodopa una vez excluida 

(malabsorción). 

 Exposición a MPTP. 

 
 

 

3. Datos de apoyo positivo durante del seguimiento de la enfermedad 

Se requiere tres o más para el diagnóstico de la enfermedad de Parkinson establecida. 

 

 Inicio unilateral. 

 Presencia de temblor de reposo. 

 Curso progresivo. 

 Asimetría mantenida con predominio de la afectación en un lado del cuerpo. 

 Respuesta excelente a levodopa (70-100%). 

 Presencia de discinesias marcadas inducidas por levodopa. 

 Respuesta a levodopa tras 5 años o más. 

 Duración de la enfermedad 10 años o más. 

 

 

Tabla 3. Criterios dados por el Parkinson's UK Brain Bank para el diagnóstico de la EP. 

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridiniol.  
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Los elementos fundamentales para llegar a este diagnóstico clínico son anamnesis y 

exploración neurológica detalladas. En la anamnesis se describen como signos de EP el curso lento 

y progresivo de la clínica cardinal motora y su distribución típicamente asimétrica (Djaldetti et al., 

2006). Es fundamental además saber qué otra medicación está tomando el paciente, ya que varios 

fármacos, debido a su acción bloqueante dopaminérgica, pueden inducir un parkinsonismo 

farmacológico, como puede ocurrir con neurolépticos, con la excepción de la clozapina y la 

quetiapina, algunos antieméticos como la metoclopramida, fármacos para tratar la flatulencia 

(clebopride) y antivertiginosos (sulpiride y tietilperazina), entre otros (Bondon-Guitton et al., 

2011). El parkinsonismo secundario a fármacos suele tener características distintas a la EP 

idiopática, ya que la clínica es predominantemente rígida-acinética y su presentación es simétrica. 

 

En la exploración neurológica, aparte de las manifestaciones motoras características de la 

EP (temblor de reposo, rigidez, bradicinesia), se debe descartar la presencia de signos atípicos 

indicativos de otras causas, como son parálisis supranuclear de la mirada (característico de la 

parálisis supranuclear progresiva o PSP), existencia de alteraciones cerebelosas o del equilibrio 

(típicas de la atrofia multisistema o AMS y de la PSP), déficits cognitivos clínicamente 

significativos de inicio precoz, signos corticales; como apraxia motora o alteraciones de la 

sensibilidad cortical (especialmente en el síndrome/degeneración cortico basal gangliónica o 

DCB), y disfunción autonómica propia de la AMS (Williams y Litvan, 2013). Puede ayudar al 

diagnóstico en casos dudosos realizar la administración de levodopa, ya que la EP responde de 

forma significativa a este fármaco, mientras que en los parkinsonismos secundarios y atípicos la 

respuesta suele ser más limitada. 

 

Aunque no es estrictamente necesario para el diagnóstico, a todo paciente con sospecha de 

EP se le debería realizar una analítica general básica con medición de hormonas tiroidea, al igual 

que una resonancia magnética de cráneo puede ser de utilidad para descartar lesiones isquémicas 

crónicas, cuando hay sospecha de un parkinsonismo vascular o en casos en que se sospeche el 

diagnóstico de parkinsonismo atípico, ya que existen hallazgos característicos de cada entidad que 

permiten orientar el diagnóstico. Estudios de neuroimagen funcional como el SPECT de 

transportadores de dopamina o DaTSCAN o el PET con el trazador [18F]-L-6-fluorodopa, evalúan 

la integridad de la vía dopaminérgica y pueden ayudar en casos en que exista la duda. 
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Figura 2.  PET (tomografía por emisión de positrones) obtenido con 18-fluorodopa que muestra 

una alta captación estriatal (valor más alto en rojo). B. Ejemplo de un paciente con enfermedad 

de Parkinson con signos motores confinados principalmente a las extremidades izquierdas. La 

captación está marcadamente reducida en el putamen posterior derecho (el área indicada por la 

flecha es 70% por debajo de lo normal) y en menor grado en el putamen anterior y el caudado 

del hemisferio izquierdo. Modificado de Obeso JA. et al., 2010. 

 

 

Se denomina diagnóstico en fase prodrómica cuando las manifestaciones de 

neurodegeneración de la EP están presentes, pero el diagnóstico clínico clásico no es posible. 

Los enfermos típicamente suelen tener un desarrollo gradual de los síntomas no motores durante 

varios años antes de que comiencen los síntomas motores. Los síntomas prodrómicos no motores 

incluyen: trastorno de conducta del sueño en la fase de movimientos oculares rápidos,  REM), 

somnolencia diurna excesiva, pérdida del olfato, estreñimiento, disfunción urinaria, hipotensión 

arterial ortostática (no atribuida a exceso de agentes hipotensores) y depresión. Dichos síntomas no 

son específicos de la enfermedad, pero cuando se asocian es mayor su posibilidad (Heinzel et al., 

2019; Postuma y Berg, 2019). 

 

Además de las características no motoras, los marcadores propuestos para la fase 

prodrómica son: una puntuación >3 en la Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS, 

1987) o >6 en la versión UPDRS de la International Parkinson and MDS (UPDRS-MDS, 2008) 

con exclusión de puntajes de temblor postural y de acción, captación dopaminérgica 

presináptica anormal, y consideración de varios marcadores de riesgo (sexo masculino, 

exposición a solvente ocupacional, exposición regular a pesticida, e historia familiar de 

enfermedad de Parkinson de primer grado) (Barber et al., 2017; Heinzel et al., 2019). 
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En la última década ha ocurrido una expansión en el campo de la fase prodrómica 

(Postuma y Berg, 2019). Recientemente, se han valorado nuevos marcadores: diabetes mellitus 

tipo 2, déficit cognitivo global, inactividad física, y niveles bajos de urato en plasma en 

hombres. 

 

1.5. Tratamiento farmacológico de la Enfermedad de Parkinson  

 

Las enfermedades del sistema nervioso central (SNC) comprenden una amplia gama de 

afecciones neurológicas, que en su mayoría carecen de tratamientos efectivos (Lee y Trojanowski, 

2006). Al igual que para otros trastornos neurodegenerativos importantes, en la actualidad no 

existen tratamientos curativos de la EP, por lo que se emplean tratamientos paliativos de los 

síntomas  (Barker et al., 2018). El desarrollo de agentes que interactúen con varios sistemas de 

neurotransmisión en el SNC podría ser de gran utilidad para el tratamiento de esta enfermedad 

(Fox, 2013). 

 

1.5.1.  Levodopa (L-DOPA) 

 

La terapia de reemplazo de neurotransmisores con el precursor de la dopamina levodopa 

sigue siendo el tratamiento sintomático estándar de la enfermedad (Schapira et al., 2006). 

  

Se administra levodopa, en lugar de DA, porque ésta es incapaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica. Una vez en el estriado, la L-DOPA es transformada en DA por las neuronas 

dopaminérgicas supervivientes, pero también existe síntesis extra-dopaminérgica por parte de 

neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas, e incluso en la glía (De Deurwaerdère et al., 2017). 

Habitualmente se administra junto con inhibidores de la DOPA descarboxilasa periférica 

(carbidopa, benserazida), de la catecol-O-metil transferasa (entacapona, tolcapona) y de la 

monoamino oxidasa B (rasagilina, selegilina) para aumentar la biodisponibilidad de DA, al evitar 

la degradación periférica de la L-DOPA (Connolly y Lang, 2014). Aun así, el porcentaje de 

fármaco que es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica sigue siendo bajo, pero eficaz 

durante unos años, a partir de los cuales pierde eficacia (Nyholm et al., 2002) . 

 

Los síntomas motores pueden tratarse inicialmente con terapias dopaminérgicas; sin 

embargo, la enfermedad continúa progresando. Por lo tanto, los pacientes con EP tienen una 
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necesidad urgente de terapias modificadoras de la enfermedad que puedan ralentizar o detener la 

progresión incesante de los síntomas y el proceso neurodegenerativo (Shihabuddin et al., 2018). 

 

Las complicaciones motoras asociadas con la terapia crónica con levodopa incluyen 

desvanecimiento, retraso en la aparición del efecto, fenómeno on-off o pérdida puntual y 

transitoria del efecto, y discinesias. El tipo de fluctuación motora más frecuente, denominado 

deterioro de fin de dosis o wearing-off, consiste en que los síntomas comienzan a reaparecer 

antes del momento de la toma de la siguiente dosis del medicamento. A medida que el wearing-

off se hace más evidente, el lapso de tiempo durante el cual se experimenta una buena respuesta 

a la levodopa, (conocido como tiempo ‘on’), se acorta, alargándose aquel durante el cual se 

produce una respuesta deficiente (conocido como tiempo ‘off’). 

 

Las complicaciones motoras son el resultado de la combinación de múltiples factores 

subyacentes. Así, la disfunción terminal dopaminérgica estriatal juega un papel fundamental en la 

respuesta variable al tratamiento con levodopa. Con el avance de dicha disfuncionalidad junto con 

la pérdida de dopamina, las neuronas del estriado pierden lentamente la capacidad de almacenar 

dopamina en las vesículas terminales. Además, la administración oral de levodopa a intervalos de 

tiempo produce una estimulación pulsátil de las neuronas del estriado, que se traduce en cambios 

a nivel del receptor, los cuales contribuyen a las fluctuaciones que se observan en la respuesta 

clínica al fármaco (Chaudhuri et al., 2018). 

 

La biodisponibilidad por vía oral de la levodopa se ve afectada por diversos factores, como 

vaciamiento gástrico retardado y absorción deficiente a nivel intestinal y a través de la barrera 

hematoencefálica (Virhammar y Nyholm, 2017; Chaudhuri et al., 2018). 

 

Los fármacos que actúan únicamente a nivel del sistema dopaminérgico apenas producen 

efecto sobre los síntomas no motores de la enfermedad, a diferencia de los que interactúan con 

varios sistemas implicados en la neurotransmisión (Fox, 2013). 

 

Como alternativa, se han desarrollado agonistas dopaminérgicos de larga duración, y 

agentes no dopaminérgicos que pueden mejorar la función motora y reducir la incidencia de 

complicaciones motoras (Schapira et al., 2006). 

 

Sin embargo, a pesar de los avances en el desarrollo de nuevos agentes farmacológicos, 

siguen siendo tratamientos sintomáticos, por lo que hay una gran necesidad de búsqueda y 
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desarrollo de agentes modificadores de la enfermedad que prevengan, mejoren o reviertan la 

neurodegeneración en la EP, algo aún no logrado  (Hurtado-Lorenzo y Anand, 2008). 

 

1.5.2.   Agonistas Dopaminérgicos 

 

A este grupo pertenecen agentes como apomorfina, bromocriptina, pramipexol y 

rotigotina, que actúan estimulando directamente los receptores dopaminérgicos de las neuronas de 

proyección estriatal. Estos compuestos presentan diferentes afinidades por los receptores D1/D2, 

pero por norma general, parece que el beneficio se obtiene gracias a su acción sobre los D2. No 

son tan efectivos como la L-DOPA. La apomorfina se emplea, por su rápido inicio del efecto, en 

casos súbitos de inmovilidad, aunque tiene una corta duración de efectos; de unos 30 minutos 

(Lewis et al., 2008). Los agonistas pueden prescribirse como terapia inicial o como complemento 

de la L-DOPA en personas que desarrollan fluctuaciones en su sintomatología. Los parches de 

rotigotina son útiles en pacientes con problemas de deglución (Chen et al., 2009). 

 

1.5.3. Inhibidores de la MAO-B 

 

Las monoaminooxidasas (MAO) son enzimas que intervienen en el catabolismo de las 

aminas biógenas, en especial de las catecolaminas, inhibiendo su acción enzimática. Las plaquetas 

y el cerebro humano son las localizaciones principales de la MAO-B, siendo ésta la responsable 

de la degradación de un 80% de la dopamina cerebral, de ahí el interés de los inhibidores selectivos 

de la MAO-B en el tratamiento de la EP. 

 

  Dentro de estos agentes terapéuticos se encuentran los derivados de las propargilaminas; 

tales como selegilina y rasagilina. Estos compuestos poseen una cadena propargilo que les confiere 

efectos neuroprotectores en una variedad de modelos experimentales tanto in vitro como in vivo 

(Ebadi et al., 2002; Nayak y Henchcliffe, 2008). 

 

Selegilina es un inhibidor selectivo e irreversible de la MAO-B (Chrisp et al., 1991). que 

presenta además capacidad inhibitoria de los receptores dopaminérgicos presinápticos y de 

bloqueo de la reabsorción de dopamina. La consecuencia de estas acciones es el aumento de la 

dopamina estriatal en el cerebro de los pacientes de EP (Riederer y Youdim, 1986). Además, tiene 

efectos psicoestimulantes y antidepresivos. La selegilina retrasa el comienzo de la incapacidad 
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asociada a la fase precoz no tratada de la EP, lo que permite posponer la introducción de levodopa, 

a pesar de que tiene una eficacia de leve a moderada en el control de los síntomas de la enfermedad.  

 

Rasagilina, al igual que selegilina, es un inhibidor selectivo e irreversible de la MAO-B, 

pero a diferencia de lo que sucede con la selegilina, no da lugar en su proceso de biotransformación 

a derivados anfetamínicos (Thébault et al., 2004). Su metabolito principal es el aminoindano, 

molécula con posible acción antiparkinsoniana. Dentro del grupo de las propalgilaminas es el 

compuesto más potente.  

 

Estos agentes actúan sobre diversas vías de señalización intracelular relacionadas con la 

cascada apoptótica, lo que puede ser la base de su posible efecto neuroprotector sobre procesos 

patológicos de diversa patogenia (Rieder y Youdim, 1986; Chrisp et al., 1991). Están indicados 

para el tratamiento de la EP en monoterapia en la EP temprana, y como terapia adyuvante de la 

levodopa en la EP más avanzada. Pueden utilizarse junto con otros agentes antiparkinsonianos. 

 

1.5.4. Inhibidores de la COMT  

 

Los inhibidores de la COMT (catecol orto metiltransferasa) se emplean en pacientes con 

intensa denervación dopaminégica, lo que se manifiesta en la EP avanzada. En estos casos, el 

organismo es incapaz de almacenar levodopa, por lo que solo existe respuesta terapéutica durante 

el período de tiempo en el que la dopamina se encuentra en el espacio extracelular. En el SNC, la 

levodopa se convierte en dopamina, la cual es recaptada o bien metabolizada por la COMT y la 

MAO. El objetivo de estos fármacos es inhibir al máximo el metabolismo de la dopamina mediado 

por la COMT. 

 

Dentro de los inhibidores de la COMT se encuentran entacapona y tolcapona. La 

asociación levodopa/entacapona es eficaz en la EP avanzada. Puede disminuir el tiempo off 

comparado con la levodopa, por lo que puede usarse en pacientes no ancianos con EP avanzada 

que presenten o no fluctuaciones motoras. Sin embargo, aunque mejoran los síntomas motores en 

período on, aunque no de forma muy potente (Gershanik et al., 2003).  

 

La tolcapona es más potente y presenta una mayor duración de efectos que la entacapona, 

resultando eficaz en la EP con fluctuaciones motoras, ya que permite disminuir la dosis diaria de 

levodopa (Gershanik et al., 2003). 
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1.5.5. Amantadina 

 

La amantadina es un agente antivirásico que promueve la liberación de DA, bloquea su 

recaptación, inhibe el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) y tiene una ligera actividad 

anticolinérgica. En las etapas tempranas de la EP se puede usar contra el temblor, pero su 

importancia reside en que está aprobada para tratar la disquinesia provocada por la levodopa 

(Hubsher et al., 2012). 

 

1.5.6.   Agentes neuroprotectores  

 

Se incluyen aquí compuestos con acción neuroprotectora, la mayoría de ellos aún en fase 

de desarrollo o en ensayos preclínicos. En este grupo podemos destacar aquellos fármacos que 

actúan en etapas tempranas de los procesos de muerte neuronal apoptótica, como es el caso de los 

que presentan capacidad antioxidante, como la coenzima Q10. Otro ejemplo es el MitoQ, una 

ubiquinona que atraviesa las membranas celulares y se localiza selectivamente en la mitocondria, 

restaurando la capacidad anti-ROS de ésta y aliviando los daños oxidativos. También se han 

realizado investigaciones con agentes antagonistas del receptor de glutamato, que inhibirían 

procesos pro-apoptóticos, como son aquellos mediados por la sobreexcitación de dicho receptor o 

por procesos excitotóxicos. (Stocchi, 2006). 

 

En las tablas 4 y 5 se resumen los agentes/compuestos y estrategias empleadas en la 

actualidad en el tratamiento de los distintos síntomas de la EP. 
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Síntomas no motores Posibles tratamientos 

Deficiencia cognitiva, 

demencia. 

 Rivastigmina, Donepezilo, Galantamina, Memantina. 

 

Psicosis  Quetiapina, Clazapina. 

Depresión  Inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (ISRS). 

 Antidepresivos tricíclicos. 

Apatía, anhedonia, fatiga 
 Armodafinilo, Modafinilo, estimulación del SNC.  
 

Hipotensión ortostática  
 Fludocortisona, Midodrina, Efedrina, Droxidopa.  
 

Estreñimiento  Polietilenglicol, Macrogol, Prucaloprida, Neostigmina. 

Disfunción urinaria 
 Oxibutina, Tolterodina, Cloruro Traspium, estimulación BoNT.  
 

Disfunción sexual  Sildenafilo. 

 

Hiperhidrosis  Anticolinérgicos, inyección BoNT intracutánea. 

Seborrea 
 Esteroides tópicos, inyección BoNT intracutanea.  
 

Pérdida de peso 
 Gestión nutricional.  
 

Somnolencia diurna  Armodafinilo, Modafinilo, estimulación SNC. 

 

Movimiento rápido de los 

ojos, sueños vivos. 

 Clonazepam, Melatonina, Quetiapina. 

 

Dolor, parestesia   Gabapentina, Pregabalina, Duloxetina. 

 

Tabla 4. Estrategias en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. 

 

 

Por último, mencionar, que a los tratamientos descritos pueden asociarse otros fármacos, 

con el fin de aliviar otros síntomas no motores y que se encuentran en los pacientes de la EP en 

proporción variable. El control de estos síntomas es muy importante en el manejo de estos 

enfermos y contribuyen a la mejora de su calidad de vida. 
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Fármaco Modo de acción Comentarios 
 

 

 

 

 

Levodopa (más inhibidor 

de la DOPA-

descarboxilasa). 

 
 

 
Se transforma en dopamina a nivel del SNC 

por la acción de la DOPA-descarboxilasa. 
Se trata por tanto de un aporte exógeno de 

dopamina para compensar la deficiencia de 
este neurotransmisor. 

Es la medicación standard en la EP. La asociación con 
un inhibidor de la DOPA-descarboxilasa periférica 

(carbidopa, benserazida) impide la transformación 
prematura en dopamina, lo cual permite dar dosis 

menores y minimizar los efectos secundarios 
gastrointestinales y cardiovasculares provocados por 

la dopamina liberada antes de llegar al cerebro. El 
principal inconveniente de la levodopa es que pierde 

el efecto después de varios años (3-5) de tratamiento. 
Aparecen efectos secundarios como disquinesias o el 

llamado fenómeno on/off. 

Bromocriptina 

Lisurida 

Pergolida 

Pramipexol 

Ropinirol 

 
Estructura química que se asemeja a la de la 

dopamina y actúa, estimulando los 
receptores postsinápticos. 

Eficacia inferior a la de levodopa (sólo un tercio de 
los pacientes responde satisfactoriamente) y suelen 

requerir más tiempo para ajustar la posología. Se 
suelen usar en tratamientos combinados con 

levodopa. 

 

 

Selegilina 

Rasagilina 

 

Inhiben el metabolismo de la dopamina en 
el cerebro, producido por oxidación 

catalizada por la MAO-B. 

Selegilina y rasagilina son inhibidores selectivos de 

la MAO-B. Su utilidad en la EP deriva de la 
capacidad de potenciar la acción de la levodopa al 

inhibir su catabolismo por la vía de la dopamina. 
Permiten disminuir la dosis de levodopa en hasta un 

30%. 

 

 

 

 

 

Entacapona 

Tolcapona 

 

 
 

 
 

Inhibidores del enzima catecol O-metil-

transferasa (COMT). 

Cuando la levodopa se administra conjuntamente con 

un inhibidor periférico de la DOPA-descarboxilasa, 
la principal vía metabólica periférica es mediante la 

COMT, que transforma la levodopa en 3-O-
metildopa. Ésta es capaz de competir con la levodopa 

en el sistema de transporte activo de la BHE 

(astrocitos), reduciendo la penetración de levodopa 
en el SNC y, con ello, su capacidad de transformarse 

en dopamina. Se estima que la adición de entacapona 
al tratamiento con levodopa/carbidopa incrementa un 

25-50% la biodisponibilidad de la levodopa, 
prolongando los efectos antiparkinsonianos de ésta. 

 

 
 

 

Amantadina 

 
 

 
Posiblemente favorece la liberación de 

dopamina y/o inhibe su recaptación en 
ventana sináptica. 

Inicialmente usado como antiviral, la amantadina es 
un antiparkinsoniano menos potente que los 

anteriores y con el inconveniente de perder 
rápidamente eficacia si se usa sola (en menos de seis 

meses). A su favor tiene una incidencia escasa de 
efectos secundarios y no ser necesario un laborioso 

ajuste individual de la dosis. Se suele emplear en los 
primeros estadios de la enfermedad o en combinación 

con levodopa o amantadina en fases avanzadas 

 Anticolinérgicos  

 

 

 

 

Biperideno 

Triexifenidilo 

Prociclidina 

Metixeno 

 
 

 
Antagonizan la actividad colinérgica 

cerebral, exacerbada por la deficiencia de 
acción dopaminérgica. Posiblemente 

inhiban también la recaptación de dopamina 
por las neuronas presinápticas. 

Usados desde el siglo pasado, los anticolinérgicos 
tienen un efecto parkinsoniano relativamente débil, 

pero aditivo con la levodopa o la bromocriptina. 
Mejoran el temblor, pero no tienen efecto sobre la 

rigidez o la bradiquinesia. Se suelen utilizar en fases 
iniciales y sobre todo en el tratamiento de cuadros 

extrapiramidales inducidos por antipsicóticos, donde 
nAgenteso debe usarse levodopa. Todos los 

anticolinérgicos tienen aproximadamente la misma 
eficacia, pero ciertos pacientes toleran algunos mejor 

que otros. Cambiar de medicamentos en caso de 
efecto colaterales graves. 

 

Tabla 5.  Agentes terapéuticos utilizados en la enfermedad de Parkinson. 
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1.6. Tratamiento quirúrgico de la Enfermedad de Parkinson 

 

En casos extremos, y con ausencia o escasa respuesta a la terapia farmacológica, se valora 

la posibilidad del tratamiento quirúrgico. 

 

Entre estas opciones quirúrgicas están las siguientes: 

 

1.6.1.  Estimulación cerebral profunda (ECP) 

 

Se realiza mediante la implantación de unos pequeños electrodos que aplican una corriente 

sobre el globo pálido interno, el tálamo y el núcleo subtalámico para tratar de aliviar los temblores, 

rigidez y los problemas para caminar, entre otros (Ughratdar et al., 2015). 

 

1.6.2.  Palidotomía 

 

Intervención en la que se produce una lesiónen el globo pálido en su porción interna y el 

ansa lenticularis, con el fin de aliviar la excesiva inhibición talámica y mejorar síntomas como la 

rigidez y la bradicinesia (Llumiguano et al., 2006). 

 

1.6.3.  Implantación de células fetales en la sustancia nigra 

 

I mplantes de células madre y células reprogramadas procedentes de fibroblastos 

(Lindvall y Björklund, 2004). Desafortunadamente, en algunos casos ha aparecido rechazo 

autoinmune, se han desarrollado tumores o un efecto secundario de causa desconocida llamado 

disquinesia inducida por injerto (Wijeyekoon y Barker, 2009). Cuando se utilizan células 

reprogramadas del propio paciente vuelven a aparecer los agregados proteicos y si las células 

son sanas, se vuelven a reproducir esos problemas con la α-sinucleína por propagación priónica 

( Brundin et al., 2008) ,  lo que ha limitado el uso de esta técnica. 

 

1.7. Tratamiento de las disquinesias 

 

Las disquinesias abarcan diferentes fenómenos hipercinéticos, particularmente 
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movimientos rápidos, breves e irregulares, distonía (menor tono muscular), estereotipias 

(movimientos balanceantes del cuerpo), y acatisia (incapacidad para mantenerse quieto) 

(Loonen y Ivanova, 2013). La disquinesia inducida por levodopa aparece en alrededor del 30% 

de los pacientes con EP, que han sido tratados con el fármaco durante un periodo prolongado 

de tiempo. Los mecanismos que la provocan no están bien definidos por el momento, aunque se 

piensa que puede estar inducida por una concentración de DA estriatal suficiente como para 

activar sus receptores postsinápticos, y que la distonía puede aparecer cuando la concentración 

de DA es baja (Bezard et al., 2001; Huot et al., 2013). 

 

La estrategia más utilizada para tratarlas suele ser el fraccionamiento de las dosis de L-

DOPA (Vijayakumar y Jankovic, 2016). 

 

1.8. Modelos animales utilizados en investigación de la Enfermedad de 

Parkinson 

 

A medida que se avanza en los descubrimientos sobre la etiopatogenia de la EP, se 

desarrollan nuevos modelos animales y celulares que buscan mimetizar los mecanismos causantes 

o acompañantes de la enfermedad (Meredith et al., 2008). 

 

En cuanto a los modelos animales, un modelo experimental ideal de EP debería 

reproducir las características patológicas y clínicas de la enfermedad, comprendiendo los 

sistemas dopaminérgicos y no dopaminérgicos, el sistema nervioso central y el periférico. 

Adicionalmente, debería ser un modelo dependiente de la edad para representar con fidelidad 

el transcurso y evolución de la misma. Desafortunadamente, ningún modelo de EP reúne todas 

estas características (Dawson et al., 2010) . A pesar de estas limitaciones, los modelos animales 

nos sirven como herramienta para comprender los mecanismos de la enfermedad e investigar 

posibles dianas terapéuticas. 

 

Los modelos animales pueden dividirse en modelos basados en la administración de 

neurotoxinas, pesticidas y en modificaciones genéticas. Los más utilizados son los basados en la 

administración de neurotoxinas o pesticidades a animales de experimentación, como rotenona, 

paraquat, 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP) 

(Tabla 6).  
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Dentro de los animales más utilizados para desarrollar los modelos animales se encuentran 

ratas, ratones, pez cebra, la mosca Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans y los 

primates no humanos.  

 

Así, modelos de EP desarrollados en ratones conducen a síntomas tales como: disminución 

de la coordinación, el equilibrio, la función gastrointestinal, agudeza olfatoria, dificultad para 

formar nidos y alteraciones en la capacidad de caminar (Miyazaki et al., 2020). Los modelos 

desarrollados en ratas suelen conducir a rigidez en las extremidades, déficits cognitivos, reducción 

de la actividad motora, movimientos rotacionales, hipocinesia, bradicinesia y asimetría postural. 

Los primates no humanos presentan cambios conductuales análogos a los de pacientes de EP, 

incluyendo bradicinesia, rigidez de extremidades, anormalidad postural, dificultad para mantener 

el equilibrio, temblor en reposo, síndrome parkinsoniano bilateral estable, inestabilidad del gesto, 

y deterioro de las habilidades motoras gruesas y finas (Hallett et al., 2015; Hsueh et al., 2018). 

 

1.8.1.  Modelos basados en la utilización de pesticidas y neurotoxinas 

 

Se pueden citar los siguientes: 

 

 Rotenona 

 

La rotenona es un plaguicida o insecticida liposoluble que genera estrés oxidativo, el cual 

daña selectivamente las neuronas dopaminérgicas (nDA), ya que inhibe el complejo I de la cadena 

respiratoria mitocondrial, generando deficiencias motoras características de la enfermedad (Blesa 

et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Estructura química de la rotenona. 
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Como modelo de la EP en ratones tiene la capacidad de reproducir características similares 

a las que ocurren en humanos, y formar inclusiones intracelulares parecidas a los cuerpos de Lewy 

(Blesa y Przedborski, 2014). En ratas la exposición a rotenona genera una degeneración de las 

neuronas dopaminergicas y la formación de inclusiones celulares similares a los cuerpos de Lewy. 

Estos efectos se pueden observar como deficiencias motoras, tal y como ocurre en la EP, 

incluyendo: hipocinesia, rigidez postural y temblores (Blesa et al., 2012).  

 

 Paraquat  

 

Herbicida empleado en modelos experimentales de la EP. Paraquat es el 1,1-dimetil-4,4-

dipiridinio, que conduce a la formación de radicales libres que reaccionan con las membranas 

lipídicas de las células. Se ha demostrado cierta selectividad de este compuesto hacia las nDAs de 

la SNpc positivas a tirosina hidroxilasa (TH) (Spivey, 2011; Blesa et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  Estructura química del paraquat. 

 

La administración sistémica a ratas del paraquat produce reducción en las actividades 

motoras, se reducen las fibras y neuronas TH positivas en la SNpc y presenta capacidad de producir 

cuerpos de Lewy, con la desventaja de que se han obtenido resultados variables en cuanto a la 

muerte neuronal (Blesa y Przedborski, 2014). 

 

 6-Hidroxidopamina (6-OHDA) 

 

Hasta el momento la toxina más utilizada es la 6-OHDA, ya que presenta actividad 

inhibitoria de la cadena respiratoria mitocondrial con formación de radicales libres al ser 

metabolizada. Tres características importantes de esta toxina son: 1) induce una rápida 

neurodegeneración; 2) tiene una gran afinidad por los transportadores de noradrenalina y 
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dopamina, provocando la muerte de neuronas adrenérgicas y dopaminérgicas; y 3) no atraviesa la 

barrera hematoencefálica (Blandini et al., 2008; Blesa y Przedborski, 2014). Al realizar una lesión 

unilateral en el prosencéfalo medial se produce una pérdida de las neuronas reactivas a TH en la 

SNpc y una pérdida de más del 90% de nDA, generado una disminución y desequilibrio de las 

actividades motoras (Dunnett y Lelos, 2010). Para desarrollar la neurodegeneración, la 6-OHDA 

tiene que ser inyectada de forma estereotáxica, lo cual es un inconveniente. 

 

 

 

Figura 5.  Estructura química de la 6-hidroxidopamina (6-OHDA).  

 

 

En ratas, la lesión unilateral producida con la administración de 6-OHDA ocasiona un daño 

severo en las neuronas dopaminérgicas, generando un comportamiento motor asimétrico, por lo 

que es un modelo ideal para estudios de terapias de reemplazo celular y factores neuroprotectores. 

Por otra parte, para producir lesiones parciales es necesario disminuir la dosis administrada, con 

el propósito de estudiar los mecanismos patofisiológicos y de neurodegeneración, debido a que las 

lesiones causadas en el estriado causan cambios neurodegenerativos de manera progresiva en las 

nDA de la SNpc. (Rodríguez Díaz et al., 2001). 

 

 MPTP  

 

MPTP es la 1-metil-4-fenil,6-tetrahidropiridina, una protoxina que al ser metabolizada 

mediante la MAO-B se transforma en el metabolito 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), que es el 

activo como neurotoxina. Su mecanismo de acción se basa en la liberación excesiva de dopamina, 

que al ser metabolizada genera especies reactivas de oxígeno (ROS) y radicales libres en exceso. 

Adicionalmente, el MPP+ es un inhibidor del complejo I de la cadena mitocondrial, disminuyendo 

la producción de adenosín trifosfato. Sin embargo, esta toxina no es selectiva a neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc, ni suele inducir la formación de cuerpos de Lewy en modelos animales 

(Blesa et al., 2012). 
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Figura 6.  Estructura química del MPTP. 

 

 

Los modelos con MPTP en primates no humanos brindan información sobre posibles 

terapias y mecanismos patogénicos de la EP ya que, si se produce una lesión de manera sistémica, 

el comportamiento será muy similar a la enfermedad presente en humanos. Sin embargo, es un 

procedimiento largo y con una tasa de mortalidad considerablemente alta. En cambio, en ratones 

se aprecian características neuropatológicas y bioquímicas de daño en el sistema dopaminérgico, 

además de una reducción en la actividad motora. Si se realiza una lesión de manera sistémica en 

ratones, por tanto. se ocasiona discapacidad en el sistema dopaminérgico, lo que resulta muy 

adecuado para estudiar procesos patofisiológicos y neurodegenerativos. En ambas especies MPTP 

causa daños en la ruta nigroestriatal con una gran pérdida de nDA en el estriado y en la SNpc. La 

mayor desventaja es que no se ha observado la formación de cuerpos de Lewy con este modelo 

(Blesa y Przedborski, 2014). 

 

En la tabla 6 se muestra un esquema de las características de los modelos experimentales 

en animales desarrollados con pesticidas y neurotoxinas. Cabe mencionar que estos modelos de 

neurotoxinas se basan en la administración de las neurotoxinas principalmente en tres áreas del 

cerebro: el estriado, el haz medio del prosencéfalo y en la sustancia nigra. Cuando se afectan estas 

áreas se activan mecanismos compensatorios con el objetivo de mantener la actividad neurológica, 

y mediante alteraciones en la síntesis y liberación de dopamina, aumento de la actividad de la TH, 

cambios en la actividad del estriado, y del cerebelo, corteza y zonas corticales (Grandi et al., 2018). 
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Modelo Tipo Animal Efecto Referencias 

 

Neurotoxinas 

 

 

Rotenona 

 

 

Rata 

 

Degeneración de neuronas nigroestriadas. 

Disminución del número de nDA. Formación de 

cuerpos de Lewy. Deficiencias motoras: 

hipocinesia, rigidez postural y temblores en 

miembros. 

 

(Blesa et al., 

2012; Blesa y 

Przedborski, 

2014).  

  

 

Paraquat 

 

Ratones 

 

Reducción de la actividad motora, pérdida de 

fibras y neuronas en SNPc, disminución de 

células TH positivas. Formación de cuerpos de 

Lewy. 

(Blesa et al., 

2012; Blesa y 

Przedborski, 

2014; 

Mohamed et 

al., 2019). 

  

 

 

 

 

 

 

6-OHDA 

 

 

 

 

Ratas 

 

Locomoción reducida. No se han logrado 

observar cuerpos de Lewy. La lesión unilateral 
produce un daño completo en las neuronas 

dopaminérgicas. Comportamiento motor 

asimétrico. Lesiones en el estriado causan 

cambios neurodegenerativos de manera 

progresiva en las nDA de la SNpc. 

 

 

(Bankiewicz 

et al., 1999; 

Blesa et al., 

2012). 

   

 

Primates 

No se observan cuerpos de Lewy. La lesión 

unilateral en el prosencéfalo medio produce 
pérdida de las neuronas reactivas a TH en la 

SNpc. Pérdida de más del 90% de nDA. 

Reducción de las actividades motoras.   

(Annett et al., 

1992; Dunnett 

y Lelos, 

2010). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 MPTP 

 

 

 

 

Primates 

 

No induce la formación de cuerpos de Lewy. La 

lesión de manera sistémica genera un 

comportamiento muy similar al de la EP en 

humanos. Locomoción reducida. 

Procedimiento largo y con una tasa de 

mortalidad considerablemente alta. Daños en 

ruta nigroestriatal con una gran pérdida de nDA 

en el estriado y la SNpc.  

 

(Blesa y 

Przedborski, 

2014). 

   

 

Ratones 

 

 

Discapacidad en el sistema dopaminérgico. 

Reducción de la actividad motora y 

bradiquinesia. Daños en ruta nigroestriatal con 

gran pérdida de nDA en el estriado y la SNpc. 

No se observan cuerpos de Lewy 

(Bankiewicz 

et al., 1999; 

Blesa et al., 

2012; Blesa y 

Przedborski, 

2014; Dauer y 

Przedborski, 

2003). 

 

 

Genéticos 

 

 

 

 

α -syn 

 

 

Ratones 

 

Disminución de los niveles de TH y dopamina. 

Exhibición de un comportamiento alterado. 

Falta de resultados consistentes en relación a la 

neurodegeneración producida. 

. 

(Blesa y 

Przedborski, 

2014). 

   

Ratas 

Se han dirigido factores virales con α-sinucleína 

exógena, con los cuales se ha observado 

alteración en la proteína y neurodegeneración 
dopaminérgica. 

 

(Decressac et 

al., 2012) 
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Tabla 6.  Comparación de diferentes modelos experimentales de la EP.  Syn (α-sinucleína); EP 

(enfermedad de Parkinson), MPTP(1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), nDA (neuronas 

dopaminérgicas), 6-OHDA (6-hidroxidopamina), SNpc (sustancia nigra pars compacta), TH 

(tirosina hidroxilasa). 

 

 

1.8.2.  Modelos genéticos  

 

Los modelos genéticos tienen la función de simular los mecanismos relacionados con las 

formas genéticas de la EP. Es necesario mencionar que solo alrededor del 5-10% de los pacientes 

diagnosticados de EP son de origen genético. En este caso, los fenotipos patológicos y de 

comportamiento en los modelos murinos suelen ser diferentes a los presentados por los humanos, 

estudiado principalmente la función de los genes α-syn, LRRK2, PINK1, PARKIN y DJ-1 (Blesa 

y Przedborski, 2014) (Tabla 6). Se pueden clasificar en 3 enfoques diferentes: knock-out, 

sobreexpresión y transgénicos. Sin embargo, los modelos en Drosophila melanogaster, 

  

 

 

 

 

 

LRRK2 

 

 

 

 

 

 

Ratones  

 

Poco o nulo daño en la función de las nDA en 

la SNpc. Neurodegeneración o cambios en la 

estructura neuronal Knock-out produce 

acumulación de α-sinucleína y ubiquitina, se 

inhibe la diferenciación de progenitores 

neuronales a nDA y aumenta la muerte celular. 

En el caso de una sobreexpresión del gen, se ha 

observado una ligera neurodegeneración de las 

nDA en la SNpc, pero sin alteración de los 
niveles de dopamina ni en la actividad 

locomotriz. 

(Blesa y 

Przedborski, 

2014; Chen et 

al., 2012; 

Milosevic et 

al., 2009; 

Stoddard-

Bennett y 

Reijo Pera, 

2019). 

 

 

  

 

PINK1 

 

 

Ratones 

Reducción gradual de los niveles de dopamina 

y baja actividad locomotriz. No se ha observado 
la formación de cuerpos de Lewy o 

degeneración nigroestriatal. 

 

(Gispert et al., 

2009). 

   

Drosophila 

melanogaster 

 

Mutaciones en el gen PINK1 han mostrado 

defectos en la habilidad para volar, 

anormalidades en el complejo I mitocondrial 

derivando a niveles de ATP reducidos. 

(Obeso et al., 

2017; 

Vanhauwaert 

y Verstreken, 

2015). 

  

 

PARKIN 

 

Ratones 

 

No se observan alteraciones en el 

comportamiento de los animales, a pesar de la 

ligera disminución de liberación de dopamina 

que ocurre. 

(Kitada et al., 

2009; 

Stoddard-

Bennett y 

Reijo Pera, 
2019).  

  

 DJ-1 

 

Ratones 

 

Disminución en la capacidad motora. 

Reducción de dopamina liberada en el estriado, 

pero no en la SNpc 

 

(Kitada et al., 

2009; 

Stoddard-

Bennett y 

Reijo Pera, 

2019).  
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Caenorhabditis elegans y murinos no muestran las deficiencias motoras de manera representativa 

para el estudio clínico humanos aunque su relevancia se basa en el estudio de la forma genética de 

la EP, enfocándose en genes específicos relacionados con la enfermedad (Grandi et al., 2018). 

 

El gen α-syn codifica la proteína α-sinucleína, componente principal de los cuerpos de 

Lewy presentes en la EP. Se ha demostrado que ratones transgénicos presentan una disminución 

en los niveles de TH y dopamina, lo que afecta a su comportamiento (Blesa y Przedborski, 2014). 

En modelos experimentales en ratas se han evaluado factores virales con α-sinucleína, 

obteniéndose neurodegeneración dopaminérgica, por lo que son un modelo ideal para probar 

nuevas estrategias neuroprotectoras (Decressac et al., 2012). 

 

El gen LRRK2 es necesario para la supervivencia neuronal, siendo su edición génica la 

más común en los modelos de EP de tipo genético. En modelos en ratones se ha observado escaso 

o nulo daño en la función de las nDA en la SNpc (Blesa y Przedborski, 2014). En cambio, en 

ratones knock-out se ha logrado producir acúmulos de α-sinucleína e inhibir la diferenciación de 

progenitores neuronales a nDA, así como aumentar la muerte celular (Stoddard-Bennett y Reijo 

Pera, 2019). En el caso de los modelos por sobreexpresión del gen se ha observado una ligera 

neurodegeneración de las nDA en la SNpc, pero sin alteración de los niveles de dopamina ni de la 

actividad locomotriz (Chen et al., 2012). 

 

Modelos desarrollados en ratones sin el gen PINK1, que es esencial para la supervivencia 

neuronal bajo estrés oxidativo (Stoddard-Bennett y Reijo Pera, 2019), han puesto de manifiesto 

que se produce una reducción gradual en los niveles de dopamina acompañada de una baja 

actividad locomotriz, sin la formación de cuerpos de Lewy ni degeneración nigroestriatal (Gispert 

et al., 2009). Por otra parte, los modelos basados en Drosophila melanogaster con mutaciones en 

el gen PINK1, han dado como resultado defectos en la habilidad para volar y anormalidades en el 

complejo I mitocondrial (Vanhauwaert y  Verstreken, 2015; Obeso et al., 2017). 

 

En el caso de los estudios realizados con ratones sin el gen de PARKIN, no se han podido 

demostrar alteraciones en el comportamiento de los animales, a pesar de que se produce una ligera 

disminución de la liberación de dopamina. Finalmente, modelos en ratones con mutaciones en el 

gen DJ-1, necesario para la resistencia frente al estrés oxidativo, demuestran una disminución en 

la capacidad motora, reducción de la dopamina liberada en el estriado, pero no en la SNpc (Kitada 

et al., 2009; Stoddard-Bennett y Reijo Pera, 2019). 
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1.8.3. Modelo de lesión inducida con lipopolisacárido (LPS) 

 

El modelo de lesión con lipopolisacárido (LPS) se ha estudiado menos y se basa en 

provocar una respuesta neuroinflamatoria similar a la que se produce en la EP como inductora de 

la muerte celular (Hirsch y Hunot, 2009). Aunque la 6-OHDA y el MPTP también pueden 

provocar una respuesta inflamatoria, ésta es de mucha menor intensidad y, sobre todo, no es la 

causante principal de la muerte neuronal, sino más bien una consecuencia que perpetúa la 

neurotoxicidad. En el modelo de LPS, la causa de la muerte neuronal es la propia 

neuroinflamación. 

 

El LPS es una endotoxina de las bacterias gram negativas que activa la microglía a través 

del receptor toll-like 4, lo que desencadena la producción de citoquinas y quimioquinas 

inflamatorias. Puede ser inyectado estereotáxicamente en la sustancia nigra, tracto prosencefálico 

medio o directamente en el estriado. Cuando se inyecta en la sustancia nigra, produce activación 

microglial y pérdida sostenida de neuronas dopaminérgicas en tan solo 24 horas (Iravani et al., 

2005), junto con una reducción mantenida y prolongada de la concentración de DA de 

aproximadamente un 60% (Herrera et al., 2000). Cuando se inyecta en el estriado, la pérdida de 

neuronas dopaminérgicas es más paulatina (Hunter et al., 2009). 

 

1.8.4.  Modelos preclínicos de terapia celular 

 

Actualmente los tratamientos más utilizados en la EP son farmacológicos y se basan 

fundamentalmente en la administración de levodopa junto con inhibidores de la 

dopadescarboxilasa, pero tienen la desventaja de perder su efectividad con el progreso de la 

neurodegeneración, además de ocasionar efectos secundarios importantes (Chen et al., 2019). 

 

En situaciones extremas se puede recurrir a la realización de intervenciones quirúrgicas y 

a la estimulación profunda del cerebro, aunque se trata de procedimientos complejos, que pueden 

ocasionar hemorragia, infección y efectos secundarios neuropsiquiátricos (Fukaya y Yamamoto, 

2015).  

 

Otra posibilidad es realizar la generación de neuronas dopaminérgicas (nDAs) a partir de 

células troncales (CT) para su trasplante, y que, aunque se encuentran en fase de investigación, 

representan un gran avance para el futuro tratamiento mediante terapias celulares de enfermedades 
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como la EP. Su objetivo es que las nDAs implantadas puedan sobrevivir y formar conexiones en 

el cerebro de los pacientes, con la consiguiente mejoría clínica (Lindvall y Björklund, 2004). Sin 

embargo, llevar a la práctica clínica esta estrategia aún requiere de investigación profunda y 

desarrollo, así como la estandarización de factores críticos para la eficacia y seguridad del 

procedimiento, como la selección de pacientes, la colocación del injerto, su composición celular y 

regulación inmunológica ( Park et al., 2005; Chen et al., 2019). 

 

Algunas de las fuentes de tejido que se han utilizado para la obtención de nDAs incluyen 

tejido mesencefálico ventral fetal humano (hfVM), médula adrenal, bulbo olfatorio, cuerpo 

carotídeo, células troncales embrionarias, células troncales neurales (NSC), células troncales 

mesenquimales, células troncales pluripotentes inducidas (iPSC) (Pardal y López-Barneo, 2012). 

En estudios realizados con hfVM se han obtenido mejoras considerables en la rigidez, 

inestabilidad postural, alteraciones en la marcha, bradicinesia y expresión facial, pero no en el 

temblor (Chen et al., 2019).  

 

 Además del desarrollo de otros métodos, el trasplante de hfVMs, que pueden ser 

diferenciadas hacia nDAs, ha dado como resultado tasas elevadas de recuperación histológica y 

funcional, sin efectos secundarios graves (Arenas, 2005). En ensayos clínicos realizados en 

humanos, en los que los pacientes recibieron trasplantes de manera bilateral en el putamen, se 

demostró que los injertos pueden sobrevivir a pesar del avance de la EP y el continuo tratamiento 

farmacológico, reinervando el estriado, restableciendo la liberación controlada de dopamina e 

integrándose en el circuito nigrostriatal (Lindvall y Björklund, 2004). Sin embargo, este 

procedimiento presenta complicaciones quirúrgicas, además de la dificultad técnica de disección 

del tejido fetal, resultando en una combinación de poblaciones celulares con alta mortalidad, sin 

mencionar la limitada disponibilidad de tejido fetal, complicaciones éticas y discinesias 

postoperatorias (Lindvall, 2016). 

 

Por lo que se refiere a las iPSC, presentan la ventaja de generar nDA específicas de cada 

paciente sin conflictos éticos e inmunológicos, además de su alta diversidad de origen, aunque aún 

presentan problemas de mutagenicidad, causan daños en la integridad del genoma y favorecen la 

formación de teratomas (Xiao et al., 2016).  
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2.      TOLCAPONA 

 

2.1. Introducción 

 

La Tolcapona es un inhibidor potente, selectivo y reversible de la COMT, indicada en 

combinación con levodopa/benserazida o levodopa/carbidopa en el tratamiento de pacientes con 

enfermedad de Parkinson idiopática sensibles a levodopa y con fluctuaciones motoras, que no 

responden o son intolerantes a otros inhibidores de la COMT (http://www.aemps.gob.es, 2021).  

 

Hay que tener en cuenta que la levodopa sigue siendo la terapia de referencia para los 

síntomas motores característicos de la EP (Rascol et al., 2002). Cuando se administra con un 

inhibidor de la dopamina descarboxilasa (DDCI), la levodopa sigue siendo el tratamiento más 

eficaz para los síntomas motores cardinales de la EP (Rajput et al., 1997).  Sin embargo, el uso a 

largo plazo de levodopa está limitado por fluctuaciones motoras y discinesias, que pueden ser 

incapacitantes para los pacientes y difíciles de controlar con los tratamientos actuales, y también 

por pérdida de eficacia.  

 

  Las complicaciones motoras de la levodopa son relativamente comunes y ocurren en un 

porcentaje significativo de los pacientes al año de iniciarse el tratamiento (Van Laar, 2003). Cada 

vez hay más pruebas de que se pueden administrar agonistas de la dopamina en lugar de levodopa 

para controlar los síntomas motores de la enfermedad de Parkinson y reducir las complicaciones 

(Olanow et al., 2001).  

 

  La levodopa atraviesa la barrera hematoencefálica después de la administración oral, donde 

es descarboxilada por la enzima dopa-descarboxilasa tanto a nivel periférico como central, para 

dar lugar a dopamina. La levodopa se administra típicamente con un DDCI para reducir el 

metabolismo periférico, reducir los efectos secundarios dopaminérgicos periféricos (hipotensión 

postural, náuseas) y aumentar la cantidad de levodopa que llega al cerebro. Cuando se administra 

de esta manera, del 5% al 10% de levodopa llega al cerebro. Cuando la descarboxilación está 

bloqueada, la levodopa se metaboliza predominantemente a 3-O-metildopa (3-OMD) por la 

catecol-O-metiltransferasa (COMT), una enzima selectiva y ubicua involucrada en el catabolismo 

de la levodopa (Leegwater-Kim y Waters, 2014). En el cerebro, la COMT metaboliza la levodopa 

en 3-OMD y la dopamina en ácido homovanílico (Rajput et al., 1997). En la periferia, COMT 

participa en la conversión de levodopa en 3-OMD. Sobre la base de este mecanismo, se postuló 

http://www.aemps.gob.es/
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que la inhibición de la COMT daría como resultado una menor degradación de la levodopa y que, 

cuando se administraba con un DDCI, aumentaría la biodisponibilidad de la levodopa, su llegada 

a SNC y la continuidad de la estimulación de la dopamina. Como resultado, la dosis de levodopa 

requerida para la eficacia terapéutica podría reducirse, con lo que esta menor exposición a la 

levodopa debería retrasar o prevenir las complicaciones motoras. 

 

Como se ha indicado, tolcapona es un inhibidor potente, selectivo y reversible de la COMT 

a nivel periférico (Napolitano et al., 1999). Se diferencia de los otros dos inhibidores de COMT 

disponibles (entacapona y opicapona) por sus características de lipofilia, que le permiten atravesar 

con facilidad la barrera hematoencefálica y acceder al sistema nervioso central (Ceravolo et al., 

2002).  

 

Pertenece a la segunda generación de inhibidores selectivos y reversibles de la COMT, y 

ha sido introducida en terapéutica en el año 1998 (Kurth y Adler, 1998). Es más potente y presenta 

una mayor duración de efectos que su predecesor entacapona. Debido a su acción la COMT mejora 

la eficacia de la levodopa y reduce las fluctuaciones motoras asociadas al tratamiento crónico. 

Cuando se administra tolcapona junto con levodopa y un inhibidor de la dopa decarboxilasa 

(carbidopa o benserazida), los niveles plasmáticos de levodopa son más sostenidos que los 

alcanzados cuando se administran solos (levodopa, inhibidor de dopa decarboxilasa), 

incrementándose la biodisponibilidad oral de la levodopa, lo que redunda en una mejora de su 

eficacia en el tratamiento de la EP (Antonioni et al., 2008).  

  

El tratamiento con tolcapona reduce los períodos de activación y desactivación (on-off) en 

pacientes con fluctuaciones motoras, mejorando el tiempo de activación en pacientes con 

enfermedad estable (Truong, 2009). 

  

Después de algunas preocupaciones iniciales sobre su seguridad, que llevaron a su retirada 

en 1998 por las autoridades sanitarias como consecuencia de la aparición de 3 casos de hepatitis 

fulminante, en abril de 2004 se anunció el fin de la suspensión de comercialización de este 

fármaco, por lo que ha vuelto a ser reintroducida en terapéutica desde ese momento. 

 

Desde entonces, diversos estudios han demostrado que la tolcapona es segura si se 

administra y monitoriza la funcionalidad hepática del paciente a tratamiento con el 

fármaco (Müller, 2015; Artusi et al,, 2021).  
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La tolcapona produce los efectos secundarios dopaminérgicos esperados, que incluyen 

dolor de cabeza, náuseas, insomnio, así como diarrea; sin embargo, estos efectos secundarios son 

generalmente leves y, por regla general, no dan lugar a la interrupción del tratamiento (Truong, 

2009). 

 

El objetivo principal de la terapia con inhibidores de la COMT es aumentar la duración del 

efecto de cada dosis de levodopa y, por lo tanto, reducir el tiempo que los pacientes pasan en la 

fase "inactiva o en off". La tolcapona se puede usar para reducir el tiempo de inactividad, reducir 

la dosis de levodopa y tratar de mejorar modestamente el deterioro motor y la discapacidad (Deane 

et al., 2004). 

 

2.2. Estructura y características físico-químicas  

 

La tolcapona, desde el punto de vista estructural, corresponde a la (3,4-dihidroxi-5-

nitrofenil) -(4-metilfenil) metanona, con una formula empírica de C14H11NO5. y un peso molecular 

de 273,24 g/mol. 

 

 

 

Figura 7.  Estructura química de la tolcapona. 

 

La tolcapona se presenta como un compuesto cristalino de color amarillo  e inodoro. No es 

higroscópico. Es soluble en cloroformo, metanol, acetonitrilo y poco soluble en agua. Presenta un 

punto de fusión entre 146-148ºC. Se debe conservar en envases herméticos, resistentes a la luz y 

almacenar entre 20ºC y 25ºC.  

 

 

 



                                                                                                                                                                                                     

57 
 

2.3. Mecanismo de acción y acciones farmacológicas  

 

Como se ha indicado antes, la tolcapona es un inhibidor selectivo y reversible de la COMT de 

acción periférica y central, enzima responsable de catalizar la degradación de las catecolaminas 

biógenas (dopamina, adrenalina, noradrenalina) y que se encuentra en la hendidura sináptica de 

las neuronas dopaminérgicas. La COMT es la segunda vía metabólica más importante para la 

levodopa, por lo que su inhibición, mediante tolcapona, redundará en una mejor respuesta en la 

EP (Deane et al., 2004). 

 

El mecanismo de acción de la tolcapona se basa en la alteración de la farmacocinética de 

la levodopa, así como en la reducción del metabolito 3-OMD de la levodopa, prolongando 

ligeramente la semivida de la levodopa, de aproximadamente 2 horas a 3,5 horas (Davis et al., 

1995). Esto da como resultado una duplicación aproximada de la biodisponibilidad relativa de 

levodopa. Sin embargo, los valores de Cmax o tmax. de levodopa no se ven afectados. Los estudios 

en voluntarios sanos y pacientes con enfermedad de Parkinson han confirmado que el efecto 

máximo se produce a dosis de 100 mg a 200 mg de tolcapona. Los niveles plasmáticos de 3-OMD 

disminuyen de forma marcada y dependiente de la dosis con tolcapona, cuando se administra 

conjuntamente con levodopa/carbidopa o con levodopa/benserazida (Truong, 2009). 

 

2.4. Interacciones  

 

La tolcapona, como inhibidor de la COMT, aumenta la biodisponibilidad de la levodopa al 

administrarla conjuntamente. El consecuente aumento en la estimulación dopaminérgica puede 

conducir reacciones adversas, tales como aumento de la discinesia, náuseas, vómitos, dolor 

abdominal, hipotensión ortostática, estreñimiento, trastornos del sueño, alucinaciones (Stocchi y 

De Pandis, 2006). 

 

Los efectos adversos de la tolcapona también se ven aumentados con inhibidores de la 

recaptación de noradrenalina, así como con el alcohol, ya que acentúan los efectos depresores 

dopaminérgicos (Ossig y Reichmann, 2013). 

 

La tolcapona puede modificar la farmacocinética de los fármacos metabolizados por la 

COMT. No se ha observado ningún efecto sobre la farmacocinética de la carbidopa, sustrato de la 

COMT, sin embargo, sí se ha observado una interacción con la benserazida, dando lugar a un 
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aumento en los niveles de esta y de su metabolito activo. La magnitud del efecto es dependiente 

de la dosis de benserazida (Stocchi y De Pandis, 2006). 

 

Dada su afinidad por el citocromo CYP2C9, la tolcapona puede interferir con fármacos 

cuyo aclaramiento dependa de esta vía metabólica, como tolbutamida y warfarina.   

 

2.5. Aplicaciones Terapéuticas  

 

La tolcapona está indicada en combinación con levodopa/benserazida o 

levodopa/carbidopa para el tratamiento de pacientes con EP idiopática sensibles a levodopa y con 

fluctuaciones motoras, que no responden o son intolerantes a otros inhibidores de la COMT (Ossig 

y Reichmann, 2013). 

 

Debido al riego de daño hepático agudo que puede producir la tolcapona, no se debe 

considerar como un tratamiento de primera línea complementario a levodopa/benserazida o 

levodopa/carbidopa. Si no se observan beneficios clínicos considerables dentro de las 3 semanas 

posteriores al inicio del tratamiento, se debe interrumpir la administración de tolcapona (Deane et 

al., 2004). 

 

2.6. Características Biofarmacéuticas y Farmacocinéticas   

 

Tolcapona presenta farmacocinética lineal, independiente de la administración de 

levodopa/carbidopa e independiente del sexo, la edad, el peso o la raza (Stocchi et al., 2006). Tras 

su administración por vía oral, tolcapona se absorbe rápidamente, alcanzándose el tmax alrededor 

de las 2 horas. Presenta una semivida plasmática de eliminación corta, de aproximadamente 2-3 

horas. La biodisponibilidad oral de tolcapona es del 65%, que se reduce entre un 10% y un 20% si 

se toma 1 hora antes ó 2 horas después de la comida (Stocchi y De Pandis, 2006). 

 

La tolcapona presenta elevada unión a proteínas plasmáticas (99,9%), fundamentalmente 

a albúmina sérica. Se metaboliza casi por completo, siendo su vía metabólica principal la 

glucuronidación a un conjugado glucurónido inactivo. También sufre metilación por la COMT a 

3-O-metil-tolcapona. Además, el metabolismo de tolcapona incluye la hidroxilación del grupo 

metilo para formar un alcohol primario, que posteriormente se oxida al ácido carboxílico, 

posiblemente a través del citocromo P450 3A4 y 2A6. La reducción a una amina y la posterior N-
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acetillación se producen en menor medida. El metabolito glucurónido se excreta principalmente 

en la orina, aunque también parte se excreta en bilis. Solamente alrededor del 0,5% del fármaco 

se elimina sin alterar en orina (Cacabelos, 2017). 

 

En pacientes con enfermedad hepática cirrótica moderada (Child-Pugh Clase B), el 

aclaramiento y el volumen de distribución de tolcapona se ven reducidos en hasta un 50% 

(Dingemanse et al., 1995; Jorga et al., 1997). 

  

2.7. Efectos Adversos 

 

Las reacciones adversas más frecuentes son discinesia y otros efectos dopaminérgicos 

relacionados (Stocchi y De Pandis, 2006;  Cacabelos, 2017). Además, se han descrito reacciones 

adversas, tales como:  

 

 Hepáticos: Se ha descrito daño hepático grave, que incluye el fallo hepático fulminante, 

que llevaron a su retirada en 1998, aunque en 2004 se ha reintroducido en terapéutica. 

Otros efectos adversos hepáticos son el aumento de la alanina aminotransferasa y dela 

aspartato aminotransferasa.  Las enzimas hepáticas deben monitorizarse cada 2 semanas 

durante el tratamiento con tolcapona. Se recomienda interrumpir el tratamiento si las 

enzimas hepáticas están elevadas por encima del límite superior de lo normal o si hay 

signos o síntomas clínicos que sugieran lesiones hepáticas, como ictericia o colestasis.  

 

 Gastrointestinales: Incluyen náuseas (30-35%), anorexia (19-23%), diarrea (16-18%), 

vómitos (8-10%), estreñimiento (6-8%), xerostomía (5-6%), dolor abdominal (5-6%), 

dispepsia (3-4%), flatulencia (2-4%) y sequedad de boca. 

 

 Musculo-esqueléticos: Entre los efectos adversos que afectan a los músculos y esqueleto 

se encuentran la distonía (19-22%), calambres musculares (17-18%), rigidez (2%), artritis 

(1-2%) y la hipertonía (1%).  

 

 Respiratorios: infecciones del tracto respiratorio superior (5-7%), disnea (3%), y 

congestión nasal.  
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 Genitourinarios: como decoloración de la orina (2-7%), infección del tracto urinario (5%) 

y trastorno de la micción (1-2%).  

 

 Cardiovasculares: dolor en el pecho (1-3%), hipotensión (2%), molestias en el pecho (1-

2%), y síntomas ortostáticos.  

 

 Dermatológicos: hemorragias cutáneas (1%), alopecia (1%), aumento de la sudoración. 

En ocasiones también se ha descrito la aparición de vitíligo. 

 

 Oncológicos: aparición de tumores en la piel (<1%) y en el útero (<1%).  
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La enfermedad de Parkinson (EP) es el trastorno neurodegenerativo más prevalente 

después de la enfermedad de Alzheimer. A pesar de todos los avances de la neurología en los 

últimos tiempos, aún se desconocen las causas que desencadenan esta enfermedad, por lo que 

también se desconoce cómo prevenirla.  

 

En la actualidad, no existe cura para la enfermedad, por lo que los tratamientos existentes 

se orientan al control de la sintomatología, que permita mantener en lo posible la mejor la calidad 

de vida de los pacientes.  

 

Las semividas cortas de muchos fármacos, además de la distribución inespecífica y su 

toxicidad, han sido una fuerza impulsora importante para el desarrollo de nuevos sistemas de 

administración de fármacos. Estos sistemas pueden facilitar el acceso selectivo del agente 

terapéutico al lugar de acción, lo que resulta especialmente interesante cuando un ingrediente 

activo, debido a sus características farmacocinéticas, presenta una inadecuada biodistribución y 

causa toxicidad. Por ello, durante los últimos años ha surgido un interés creciente en el desarrollo 

de micro y nanosistemas para facilitar el acceso de fármacos al cerebro, que mejore las propiedades 

farmacológicas y terapéuticas de las formulaciones convencionales, tales como aumentar el 

intervalo de dosis y reducir sus efectos secundarios. 

 

Entre los agentes terapéuticos que se emplean en el tratamiento de la EP se encuentran los 

inhibidores de la COMT, como es la tolcapona, agente que se administra por vía oral y tiene una 

semivida plasmática de eliminación corta, de unas 1,6-3,4 horas.  Esta baja semivida de 

eliminación, junto con su distribución inespecífica, nos ha llevado al desarrollo de nuevos sistemas 

de liberación modificada.  
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo, caracterización in vitro y 

evaluación in vivo, en un modelo animal, de dos nuevos sistemas terapéuticos de liberación 

controlada de tolcapona; microesferas (MPs) y nanopartículas (NPs) biodegradables de PLGA, para 

su administración en el tratamiento de la EP. Dichas formulaciones podrían mejorar los tratamientos 

actuales. 

 

Este objetivo general engloba los siguientes objetivos parciales:  

 

1. Evaluación de la actividad neuroprotectora de la tolcapona en la línea celular de neuroblastoma 

humano, SKN-AS.     

 

2. Desarrollo y caracterización de dos sistemas multiparticulares de tolcapona; micropartículas y 

nanopartículas. Selección de las formulaciones más adecuadas de acuerdo con el objetivo 

propuesto.  

 

3. Elección del modelo animal de Parkinson para la realización de los estudios in vivo de las 

formulaciones seleccionadas.  

 

4. Evaluación de las formulaciones seleccionadas en un modelo animal de Parkinson inducido por 

rotenona. 
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IV. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD 

NEUROPROTECTORA DE LA TOLCAPONA EN 

CULTIVOS CELULARES 
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1. INTRODUCCIÓN 

La técnica de cultivos celulares se desarrolló por primera vez a principios del siglo XX, 

como un método para estudiar el comportamiento de las células animales in vitro. Los cultivos 

celulares son el producto de la colección de células de origen animal o humano, procedentes de 

diferentes órganos, colocadas en condiciones especiales propicias para su supervivencia y 

multiplicación, manteniendo por ello todas sus funciones metabólicas de una manera semejante a 

las que tenían en el huésped (Thorpe, 2007). En la actualidad, los cultivos celulares se han 

convertido en una herramienta imprescindible, tanto para la investigación básica como para la 

investigación aplicada, en el campo de las ciencias biomédicas, así como para determinados 

procesos industriales.  

 

Una de las propiedades que pueden presentar los cultivos celulares es la capacidad de 

adherencia a superficies, lo que permite que las células crezcan, ya sea en monocapa o en 

suspensión. Esta capacidad de adhesión está asociada al tipo de célula de la cual derivan y depende 

del tipo de proteínas presentes en su superficie. Atendiendo a su adherencia, los cultivos celulares 

tradicionalmente se han clasificado en cultivos en suspensión y cultivos en monocapa. 

 

Cultivos en suspensión. El crecimiento en suspensión lo presentan células capaces de 

proliferar sin necesidad de adherirse al sustrato; siendo por tanto, independientes del anclaje, como 

ocurre con las células hematopoyéticas, algunas líneas celulares transformadas que han perdido o 

disminuido la síntesis de proteínas de anclaje y no desarrollan el proceso de quiascencia, como es 

el caso de algunas líneas celulares transformadas artificialmente o de células procedentes de 

tumores (Lehr, 2002; Freshney, 2006; Merten, 2006).  

 

Cultivos en monocapa. Muchas líneas celulares son anclaje-dependientes, es decir, no 

inician la proliferación hasta que se han adherido al sustrato.  En el crecimiento en monocapa las 

células se adherirán al sustrato y en esa forma iniciarán la proliferación. La monocapa celular crece 

(confluencia) cubriendo la superficie del soporte hasta que se establece contacto entre las células, 

lo que causa que éstas detengan su crecimiento (quiescencia). Este tipo de cultivo de proliferación 

lo presentan la mayor parte de las células provenientes de cultivos primarios o de líneas celulares.  

 

Las células que se desarrollan de esta manera son estables genéticamente y tienen una 

naturaleza diploide normal. Algunas líneas celulares tienen la capacidad de crecer monocapa o 



72 
 

suspensión (células de insecto, BHK21, hibridomas), sin embargo, son muy pocas las que tienen 

esta dualidad (Freshney, 2005).  

 

Los cultivos de células adheridas a una superficie de crecimiento se han considerado en 

dos dimensiones (cultivos 2D). Sin embargo, los cultivos 2D no son capaces de reflejar la realidad 

in vivo. Por ello, surgen las técnicas de cultivo celular en 3D. En éstas, las células se distribuyen 

de forma más compleja y crecen en microambientes (3D), en los que la entrada y salida de 

desechos es continua.  

 

Cultivos tridimensionales. En estos cultivos se busca mantener la arquitectura in vivo del 

tejido de origen. En el caso del epitelio, los sistemas tridimensionales permiten estudiar la 

proliferación, morfología, e interacciones intra e intercelulares. Asimismo, se puede evaluar el 

efecto de sustancias que pueden afectar tales interacciones. En este tipo de cultivo es posible 

mantener los tipos celulares diferenciados y por ello una buena réplica del tejido de origen, sin 

embargo, la propagación celular es dependiente de las características de la biomatriz o soporte 

(Visconti et al, 2010; Williams, 2009).  

 

 

Figura 8.  Tipos de cultivos celulares. 

 

Atendiendo al origen, los cultivos se pueden clasificar en cultivos primarios y líneas 

celulares.  
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Cultivos primarios.  Los cultivos primarios son aquellos cuyas células provienen de un 

tejido extraído de un órgano de un animal recién sacrificado. Estas células son consideradas como 

cultivo primario hasta que se subcultiven con éxito (sean transferidas, con o sin dilución, de un 

recipiente de cultivo a otro). Los cultivos primarios se caracterizan por estar constituidos por 

diferentes tipos de células, por lo que a veces pueden recibir el nombre de cocultivos, cuya 

morfología es predominantemente la de las células del órgano del que fueron aisladas, sus 

cromosomas tienen un número diploide, su crecimiento in vitro es limitado, y presentan inhibición 

por contacto generada por vías de señalización intra e intercelulares. Como están más cercanas a 

las células que las originaron, esto se ve reflejado en una mejor actividad y una funcionalidad 

similar a su ambiente natural. 

 

Línea celular continua. Cuando el cultivo primario es sometido a procesos de 

transformación que le confieren capacidad ilimitada de multiplicación, recibe el nombre de “línea 

celular”. Las células que lo componen se diferencian genética y morfológicamente de las células 

de las cuales se originaron. Pueden provenir de tumores o de un proceso de transformación de un 

cultivo primario, por medio de una pérdida de regulación debido al subcultivo continuo o mediante 

transfección con oncogenes, o el tratamiento con agentes carcinogénicos. Este tipo de cultivo se 

caracteriza por no tener inhibición por contacto y porque, al crecer de manera indefinida, aumenta 

notablemente la masa celular del mismo a lo largo de las generaciones. Como característica 

negativa, se pierde la heterogeneidad celular de partida, y la población se hace uniforme y 

homogénea al predominar en el cultivo aquellos tipos celulares que tienen superior tasa de 

crecimiento. Las líneas celulares continuas pueden ser transfectadas con genes específicos para la 

producción de proteínas de interés, se les conoce como líneas celulares transformadas 

genéticamente (Freshney, 2005).  

 

En la actualidad, las líneas celulares continuas son las más empleadas, fundamentalmente 

por la posibilidad de propagación, así como por las ventajas que presentan en la cuantificación, 

caracterización y repetibilidad de las muestras. 

 

Las técnicas de cultivos celulares constituyen hoy en día una de las herramientas más 

utilizadas para la evaluación de la actividad de los fármacos. Estas técnicas permiten someter a las 

células a concentraciones definidas de un principio activo, asegurando su acceso directo a las 

mismas, lo que permite determinar de forma independiente y selectiva las concentraciones de 

fármaco capaces de producir un efecto neuroprotector. Esto resulta de gran interés en el desarrollo 
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de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de procesos patológicos que cursan con 

neurodegeneración, tales como las formulaciones de liberación modificadas (microesferas y 

nanopartículas) de tolcapona (TC) objeto de esta tesis doctoral.  

 

Este hecho, unido a que existen muchos modelos que imitan, mediante la utilización de 

neurotoxinas, la muerte selectiva neuronal que tiene lugar en la enfermedad de Parkinson, nos 

llevó a estudiar el efecto neuroprotector de la TC en la línea celular SKN-AS, y utilizando H2O2 

como neurotóxica para producir la muerte celular. 

 

Los organismos vivos se encuentran constantemente expuestos a especies reactivas de 

oxígeno (ROS) provenientes de radiaciones, fármacos o contaminación, habiéndose demostrado 

el papel del oxígeno en la respuesta a la estimulación de los factores de crecimiento involucrados 

en la regulación proliferativa. Sin embargo, si los niveles de moléculas oxidantes aumentan por 

encima de la capacidad de los sistemas enzimáticos antioxidantes, la célula se encuentra sometida 

a lo que se denomina estrés oxidativo, que puede conducir a modificaciones en proteínas, lípidos 

y en el ADN (Sayre et al., 1997; Filiz et al., 2008).  

 

La neurotoxina empleada en nuestro estudio (H2O2) es captada por las células neuronales 

y, una vez en su interior, da lugar a la aparición de radicales libres. El incremento de las especies 

reactivas del oxígeno es originado por una disfunción metabólica mediada por la inhibición 

irreversible del complejo I de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (NADH-

Coenzima Q oxidorreductasa), que conduce a disminución en los niveles de ATP, pérdida del 

potencial mitocondrial, alteración de la homeostasis del calcio y formación de ROS, lo que resulta 

finalmente en muerte celular (Cleeter et al., 1992).  

 

En consecuencia, la presencia de ROS y el daño oxidativo juegan un papel importante en 

procesos patológicos tales como; cáncer, diabetes y enfermedades neurodegenerativas (Halliwell 

y Whitemen, 2004). 

 

La presencia de ROS induce la muerte celular a través de la vía de la apoptosis mitocondrial 

(Lee y Yang, 2010; Jellinger, 2001). Esto concuerda con investigaciones clínicas que dan 

evidencias de que la muerte celular programada es la responsable de la pérdida de la población 

neuronal propia de las enfermedades neurodegenerativas (Mochizuki et al., 1997).  Además, se 

cree que las neuronas son más susceptibles a ROS debido al aumento del metabolismo oxidativo 
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y al menor número de enzimas antioxidantes (Hamann y Shi, 2009). Por tanto, la supresión de la 

generación de ROS y la inhibición de la apoptosis pueden prevenir potencialmente la 

neurodegeneración. 

 

2.  CONDICIONES EXPERIMENTALES DE LOS ENSAYOS REALIZADOS EN CULTIVOS    

CELULAR 

 

2.1.   Puesta a punto y estabilización de la línea celular SKN-AS 

 

La línea celular SKN-AS (ATCC CRL-2137) se obtiene a partir de un neuroblastoma 

humano. Estas células detienen su división y experimentan una diferenciación terminal cuando se 

tratan con el factor de crecimiento nervioso, lo que hace que esta línea sea un modelo útil para la 

diferenciación de células nerviosas. 

 

Las células SKN-AS se cultivan en un medio de crecimiento DMEN (Gibco Dulbecco's 

Modified Eagle Medium) enriquecido con glucosa (6%), suero fetal bovino (10%) y un 1% de una 

mezcla de penicilina-estreptomicina, a 37ºC en presencia de una atmósfera de CO2 al 5% y un 95% 

de aire. Después de la incubación, se retira el medio de cultivo y se procede a la separación de las 

células mediante tripsinización y posterior centrifugación durante 10 minutos a 1500 rpm. A 

continuación, se siembran placas con 300.000 células/pocillo que se incuban durante 48 horas.  

 

Todos los experimentos realizados con células in vitro se han llevado a cabo en un 

ambiente de asepsia proporcionado por una campana de flujo laminar. 

 

2.2. Ensayos de viabilidad en células SKN-AS mediante el método MTT  

 

El método MTT fue desarrollado por Mosmann en 1983 (Mosmann T, 1983) y modificado 

en 1986 por Denizot y Lang (Denizot y Lang, 1986). Es una técnica colorimétrica que mide la 

actividad del enzima succínico deshidrogenasa, situada en las mitocondrias celulares. Se basa en 

que la sal de tetrazolio, el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), de 

color amarillo, atraviesa las membranas celulares y es reducida por las reductasas de la cadena de 

transporte de electrones mitocondrial de las células vivas, formando unos gránulos de formazán 

azules oscuros que, posteriormente, se solubilizan en medio ácido. La valoración del formazán se 
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lleva a cabo mediante espectrofotometría a una longitud de onda de 570 nm, lo que permite la 

cuantificación de la viabilidad celular (Alley et al., 1988).  Este método es muy utilizado para 

medir supervivencia y proliferación celular (Marshall et al., 1995; Montejo et al., 2010).  

 

Los ensayos en las células SKN-AS se han realizado utilizando como agente neurotóxico H2O2. 

En una primera etapa, y con el fin de seleccionar la concentración de agente neurotóxico más 

idónea, capaz de producir neurotoxicidad, se ensayaron diferentes concentraciones de ésta; 100, 

300, 500, 700 y 900 M.  

 

El posible efecto neuroprotector de la TC se ha determinado incubado las células SKN-AS 

con H2O2 a las concentraciones seleccionadas durante 24 horas, a las que se les incorporó distintas 

concentraciones de TC; 40, 50, 60, 80 y 100 µM.  Posteriormente y, después de transcurridas 24 

horas del tratamiento con TC, se eliminó el medio de cada pocillo, que fue sustituido por medio 

fresco sin suero, añadiendo a cada pocillo 10 µl de una solución de MTT (5 mg/ml) preparada en 

PBS. Después de incubación durante 2 horas a 37ºC se añadió a cada pocillo 100 μl de una solución 

al 10% de dodecil sulfato sódico (SDS) preparada en ácido clorhídrico 0,01 N, y posteriormente, 

se procedió a agitar las muestras, que se incubaron durante otras 24 horas, determinándose la 

absorción por espectrofotometría a 570/630 nm. 

 

La viabilidad celular en porcentaje se determinó de acuerdo con la siguiente ecuación: 

 

% Viabilidad = (DO células tratadas/ DO células control) x 100 

donde DO es la densidad óptica. 

 

Los resultados se expresan en porcentaje con respecto al control. Todos los ensayos se han 

realizado por triplicado. 

 

2.3. Ensayos de viabilidad celular y producción de ROS (Especies Reactivas 

de Oxigeno) en células SKN-AS mediante citometría de flujo 

 

La técnica de citometría de flujo se basa en hacer pasar las células de forma individual por 

un haz de luz generado por un láser. La interacción producida da lugar a la transmisión, dispersión 

y emisión de dicha luz, que es recogida por un detector, siendo entonces posible diferenciar 

distintas poblaciones celulares inducidas en las muestras. 



                                                                                                                                                                                                     

77 
 

 

La viabilidad celular se evalúa también por citometría de flujo, midiendo el aumento de la 

fluorescencia del marcador DCFH-DA (acetato de diclorodihidrofluoresceina), debido a la 

producción ROS generadas en las mitocondrias. Se trata de una de las técnicas más utilizadas para 

medir el estado Redox de las células (Eruslanov y Kusmartsev, 2010).  

 

Las estearasas intracelulares se unen al DCFH-DA en los dos enlaces éster dando lugar a 

un compuesto relativamente polar H2DCF, que no presenta fluorescencia pero que, tras acumularse 

intracelularmente, sufre oxidación, dando lugar a un compuesto con elevada fluorescencia (DCF). 

El estado Redox de las células se puede determinar, por tanto, mediante el incremento de la 

fluorescencia, que es proporcional a la concentración de ROS en las células (Royall y 

Ischiropoulos, 1993; Eruslanov y Kusmartsev, 2010).  

 

La incubación de las células con la neurotoxina (H2O2) y, conjuntamente con diferentes 

concentraciones de TC (40, 50, 60, 80 y 100 µM), se ha realizado utilizando el protocolo indicado 

anteriormente, con el fin de determinar el posible efecto neuroprotector de TC.  

 

Una vez incubadas las células (placas de pocillos con 300.000 células/pocillo), se 

tripsinizan, se retira el sobrenadante que se resuspende en 300 µl de DCFH-DA, a excepción de 

las muestras destinadas a la determinación de autofluorescencia que se realiza utilizando 300 µl 

de PBS. Posteriormente, las células se incuban durante 30 minutos a 37ºC en oscuridad. 

Finalmente, se mide la fluorescencia empleando una sonda FL1 (530/30) y utilizando como 

longitud de onda de excitación 488 nm.  

 

Para descartar células muertas, se realiza la contratinción con yoduro de propidio, midiendo 

la fluorescencia mediante una sonda FL3 con detección 650/LP, para la misma longitud de onda 

de excitación. 

 

En este caso, los resultados obtenidos se expresan como viabilidad celular, en porcentaje 

de células vivas, y también como intensidad de fluorescencia. 
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2.4. Estudio del efecto de la Tolcapona en la línea celular SKN-AS     mediante 

microscopia confocal  

 

Después de la incubación de las células SKN-AS con la neorotoxina (H2O2) y con 

diferentes concentraciones de TC (40, 50, 60, 80 y 100 µM), se han visualizado mediante 

microscopia confocal con el fin de observar el posible efecto de la TC en los orgánulos 

citoplásmicos de dichas células, en concreto sobre las mitocondrias. Para ello, se ha utilizado para 

el marcado de las células MitoTracker® Mitochondrion-Selective Probes (Vitrogen, 

ThermoFisher Scientific), que contiene MitoTracker Red CMXRos, un colorante rojo fluorescente 

(X-rosamina) que tiñe las mitocondrias de las células vivas, dependiendo su acumulación del 

potencial de membrana. Esta sonda inicialmente se encuentra en forma reducida, por lo que no 

emite fluorescencia. Una vez que penetra en el interior de la mitocondria, es oxidada y retenida en 

su interior, emitiendo fluorescencia roja. La emisión máxima de fluorescencia tiene lugar a una 

longitud de onda de excitación de 579 nm y de emisión 599 nm.  La fluorescencia de las células 

teñidas se visualiza mediante un microscopio confocal (Leica SP5 confocal laser scanning 

microscope, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).  La preparación de las muestras se ha 

realizado de acuerdo con el protocolo de uso indicado por la empresa suministradora para el 

producto, adaptado a nuestras condiciones de trabajo.   

 

Finalmente, hay que indicar que los ensayos en cultivos celulares se han realizado en la 

Unidad de Cultivos de Células Animales de la Universidad de Alcalá (Madrid). 

 

2.5.   Análisis estadístico 

 

Todos los ensayos de viabilidad celular se han realizado por triplicado, expresando los 

resultados obtenido como media ± error estándar de la media. Los datos se analizaron utilizando 

Statgraphics versión de 18x64 bits (Statgraphics Technologies, Inc., EE. UU.) mediante análisis 

de varianza de una vía (ANOVA), seguido del test de Newman-Keuls, y considerando diferencias 

significativas para p<0,05. 
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3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA DE LA 

TOLCAPONA EN LA LÍNEA CELULAR SKN-AS 

 

3.1. Ensayos de viabilidad celular en la línea celular SKN-AS mediante el 

método MTT 

 

Los resultados obtenidos al ensayar distintas concentraciones de neurotoxina (H2O2) en 

esta línea celular (SKN-AS), se muestran en las figuras 9 y 10. En la figura 9 se representan las 

absorbancias a 570/630 nm para el control y las distintas concentraciones de H2O2 ensayadas (100, 

300, 500, 700 y 900 µM), mientras que en la figura 10 se muestran los porcentajes de viabilidad 

celular obtenidos en cada caso.  

 

 

 

 

Figura 9. Valores medios de absorbancia (± D.E.) obtenidos en células SKN-AS para el control 

y las distintas concentraciones de H2O2. 
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Figura 10.  Valores medios de viabilidad celular (%) obtenidos en células SKN-AS para el 

control y las distintas concentraciones de H2O2, mediante el método del MTT. 

 

 

A medida que aumenta la concentración de H2O2, se observa una disminución significativa 

en la viabilidad celular en comparación con el control, de manera que para una concentración de 

300 µM se obtiene un porcentaje de viabilidad del 80±3,30% y, para la de 500 µM el valor medio 

de viabilidad es de tan sólo un 23±4,6%.  

 

En función de estos resultados hemos seleccionado una concentración de 900 µM para 

realizar los estudios de neuroprotección con TC, ya que a dicha concentración se produce una 

muerte celular muy significativa.  

 

En las figuras 11 a 16 se muestran imágenes obtenidas mediante microscopía invertida de 

contraste de fases de las células SKN-AS control y tras ser incubadas con las distintas 

concentraciones de H2O2. 
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Figura 11.  Imagen obtenida por microscopía invertida de contraste de fases de células SKN-AS 

control (20x). 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Imagen obtenida por microscopía invertida de contraste de fases de células SKN-AS 

incubadas con una concentración de H2O2 de 100 µM (20x). 
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Figura 13.  Imagen obtenida por microscopía invertida de contraste de fases de células SKN-AS 

incubadas con una concentración de H2O2 de 300 µM (20x). 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Imagen obtenida por microscopía invertida de contraste de fases de células SKN-AS 

incubadas con una concentración de H2O2 de 500 µM (20x). 
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Figura 15.  Imagen obtenida por microscopía invertida de contraste de fases de células SKN-AS 

incubadas con una concentración de H2O2 de 700 µM (20x). 

 

 

 

 

Figura 16.  Imagen obtenida por microscopía invertida de contraste de fases de células SKN-AS 

incubadas con una concentración de H2O2 de 900 µM (20x). 

 

 

A medida que aumenta la concentración de neurotoxina (H2O2), desde 100 µM hasta 900 

µM, las células mostraron cambios morfológicos, que incluyen la pérdida de proyecciones 
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celulares y la aparición de células redondeadas que forman agregados, especialmente apreciables 

con las concentraciones más elevadas de la neurotoxina (500 µM a 900 µM). Este comportamiento 

es similar al observado por Zhang y col (Zhang et al., 2017) al exponer la línea celular de 

neuroblastoma SK-N-SH a concentraciones crecientes de H2O2.  Además, los resultados son 

similares a los datos de viabilidad celular obtenidos, ya que los descensos más acusados en la 

viabilidad celular se manifestaban para las concentraciones de H2O2 comprendidas entre 500 µM 

y 900 µM. 

 

3.2. Ensayos de viabilidad celular y producción de ROS (Especies Reactivas de 

Oxígeno) en células SKN-AS mediante citometría de flujo 

 

  Las neuronas son más susceptibles al daño oxidativo que otros tipos de células, debido a 

su alto consumo de oxígeno y baja capacidad antioxidante. De ahí que la pérdida de neuronas por 

estrés oxidativo, juegue un papel clave en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas 

(Destee et al, 2009), ya que la acumulación de ROS conduce a daño celular (Rodrigo et al., 2013).  

  

En nuestro estudio hemos investigado el papel neuroprotector de la TC en células SKN-

AS tratadas con H2O2.   

 

En la figura 17 se muestran los resultados de viabilidad celular obtenidos por citometría de 

flujo, expresados en porcentaje de células vivas. Los resultados correspondientes a la producción 

de ROS, expresados como intensidad media de fluorescencia, se recogen en la figura 18.   

 

En función de los resultados obtenidos se comprueba que el porcentaje de células vivas 

decrece significativamente con la concentración de neurotoxina ensayada, de manera que pasa de 

un 92,12% en células control a un 36,79% en las células tratadas con H2O2. La exposición de las 

células al H2O2 exógeno produce una sobreproducción de ROS, lo que resulta en peroxidación de 

los lípidos de la membrana y alteración de la integridad celular (Jiang et al., 2009).  La incubación 

con concentraciones crecientes de TC supone una recuperación de la viabilidad celular, de manera 

que se alcanzan valores similares a los obtenidos para las células control. Así, para las 

concentraciones de TC de 80 µM y 100 µM, se obtienen porcentajes de supervivencia celular del 

88,62% y 89,30%, respectivamente, lo que demuestra el efecto neuroprotector producido por este 

agente terapéutico. Por tanto, se demuestra que el tratamiento con TC es capaz de revertir la 

apoptosis inducida por H2O2.  
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Figura 17.  Valores medios de viabilidad celular (%) (± D.E.)  de intensidad de fluorescencia 

obtenidos en la línea celular SKN-AS para el control, control con H2O2 y las distintas  

concentraciones de TC (µM), mediante citometría de flujo. Autofluorescencia (AF). 

 

 

 
 

Figura 18. Valores medios de intensidad de fluorescencia (DE) obtenidos en la línea celular 

SKN-AS para el control, control con H2O2 y las distintas concentraciones de TC (µM), mediante 

citometría de flujo. Autofluorescencia (AF). 
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Por lo que se refiere a los resultados de intensidad de fluorescencia obtenidos, se confirma 

la actividad oxidativa de la neurotoxina utilizada (H2O2), ya que la intensidad media de 

fluorescencia aumenta de 102,93 (control) a 251,64 (control+H2O2), indicando que los niveles de 

ROS intracelular son elevados. Con las concentraciones de 40 µM y 50 µM de TC se produce un 

aumento significativo de la actividad oxidativa de las células respecto al control. Sin embargo, a 

concentraciones más elevadas de TC (60, 80 y 100 µM), se obtienen valores de intensidad de 

fluorescencia similares al de las células control, lo que confirma el efecto neuroprotector de la TC 

a dichas concentraciones.  

 

A continuación, en las figuras 19 a 25, se muestran a  modo de ejemplo los resultados para 

cada una de las condiciones de estudio; células control, incubación de las células SKN-AS con la 

neurotoxina (H2O2) y las correspondientes a la incubación conjunta de las células con la 

neurotoxina y las distintas concentraciones de TC ensayadas (40, 50, 60, 80, 100 µM), 

respectivamente, expresados como intensidad de fluorescencia de la población de células vivas 

analizadas en cada caso (en las ventanas analizadas) con respecto al total y sus resultados 

tabulados. Como se puede observar en las imágenes obtenidas, el tratamiento de la línea celular 

SKN-AS provoca tanto un incremento en la población de células muertas con respecto al control.  

 

Sin embargo, la incorporación de neurotoxina (H2O2) y TC a concentraciones de 80 y 100 

µM, imágenes similares al control, donde se puede observar una reducida población de células 

muertas. Nuestros resultados están en concordancia con los obtenidos por otros autores que indican 

que el H2O2 inducía la muerte celular por apoptosis en varias líneas celulares (Chen et al., 2016; 

Jin et al., 2013; Yu et al., 2016, Zhang et al., 2017). 
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Figura 19.  Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometría de flujo, de 

la población de células SKN-AS control (ventana analizada). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.  Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometría de flujo, de 

la población de células SKN-AS tratadas con H2O2 (ventana analizada). 

 

 

 

 

 

 

Control 

 Ventana 

Total 100% 

Vivas 94,76% 

H2O2 

 Ventana 

Total 100% 

Vivas 37,58% 
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Figura 21.  Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometría de flujo, de 

la población de células SKN-AS tratadas con H2O2 y en incubación conjunta con 40 µM de TC 

(ventana analizada). 

 

 

 

      

 

Figura 22.  Intensidad de fluorescencia e histograma, obtenidos por citometría de flujo, de la 

población de células SKN-AS tratadas con H2O2 µM y en incubación conjunta con 50 µM de TC 

(ventana analizada). 

 

 

 

 

 

H2O2 + 40 M TCP 

 Ventana 

Total 100% 

Vivas 60,38% 

H2O2 + 50 M TC 

 Ventana                   

Total 100% 

Vivas 87,53% 
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Figura 23.  Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometría de flujo, de 

la población de células SKN-AS tratadas con H2O2 y en incubación conjunta con 60 µM de TC 

(ventana analizada). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometría de flujo, de 

la población de células SKN-AS tratadas con H2O2 y en incubación conjunta con 80 µM de TC 

(ventana analizada). 

 

 

 

 

H2O2 + 60 M TC 

 Ventana 

Total 100% 

Vivas 89,92% 

H2O2 + 80 M TC 

 Ventana 

Total 100% 

Vivas 93,28% 
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Figura 25. Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometría de flujo, de 

la población de células SKN-AS tratadas con H2O2 y en incubación conjunta con 100 µM de TC 

(ventana analizada). 

 

 

Los resultados obtenidos demuestran y confirman el efecto neuroprotector de TC a las 

concentraciones ensayadas, especialmente cuando se tratan las células con concentraciones de 80 

µM y 100 µM.  

 

Los histogramas muestran la intensidad de expresión de un marcador versus el 

número de eventos. El desplazamiento de la curva hacia la derecha indica mayor expresión 

del marcador, mientras que la altura del pico indica la frecuencia de las células capturadas. 

 

 En la figura 26 se muestran, a modo de ejemplo, los histogramas de intensidad de 

fluorescencia correspondientes a uno de los ensayos, y para cada una de las condiciones de estudio.  

 

En la figura 26a, 26b, 26c y 26d  se muestran los resultados obtenidos para las células 

control, para la incubación de las células SKN-AS con la neurotoxina (H2O2), para incubación 

conjunta de las células con la neurotoxina y a las concentraciones de 80 y 100 µM de TC, Como 

se puede observar en las imágenes obtenidas, el tratamiento de la línea celular SKN-AS con H2O2 

provoca un desplazamiento hacia la derecha del histograma con respecto al control, lo que refleja 

una mayor expresión de los niveles de ROS. Sin embargo, la incorporación de neurotoxina (H2O2) 

H2O2 + 100 M TC 

 Ventana 

Total 100% 

Vivas 92,76% 
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y TC a concentraciones de 80 y 100 µM, reduce las expresiones de los niveles de ROS, que 

resultaron ser similares al control (Figura 26e).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26.  Histogramas de intensidad de fluorescencia, obtenidos por citometría de flujo, de 

las siguientes poblaciones de células SKN-AS: control (a), tratadas con H2O2 (b) y en 

incubación conjunta con 80 y 100 µM de TC (c y d, respectivamente) y dichos histogramas 

solapados (e). 

 

 

Por último, en las figuras 27 a 31 se muestras las imágenes obtenidas mediante microscopía 

confocal de las células SKN-AS control, tratadas con H2O2 y con concentraciones de TC de 40 

µM, 80 µM y 100 µM. 
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Figura 27.  Imagen obtenida mediante microscopía confocal de células SKN-AS (mitocôndrias) 

sin tratar (control). 

 

 

Figura 28. Imagen obtenida mediante microscopía confocal de células SKN-AS (mitocondrias) 

tratadas con H2O2. 
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Figura 29.  Imagen obtenida mediante microscopía confocal de células SKN-AS (mitocondrias) 

tratadas con H2O2 y una concentración de 40 µM de TC. 

 

 

 

 

 

Figura 30.  Imagen obtenida mediante microscopía confocal de células SKN-AS (mitocondrias) 

tratadas con H2O2 y una concentración de 80 µM de TC. 
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Figura 31.  Imagen obtenida mediante microscopía confocal de células SKN-AS (mitocondrias) 

tratadas con H2O2 y una concentración de 100 µM de TC. 

 

 

Se trata de imágenes de mitocondrias de células SKN-AS, y en ellas se puede observar que 

las mitocondrias activas presentan coloración roja y los núcleos, coloración azul, de manera que 

tras su incubación con la neurotoxina (H2O2), el número de células que muestran las mitocondrias 

coloreadas de rojo disminuye significativamente, en comparación con las células control, lo que 

es representativo de muerte celular. Por el contrario, al tratar las células con TC (40 µM, 80 µM y 

100 µM), va aumentando progresivamente la cantidad de mitocondrias activas, signo evidente del 

efecto neuroprotector de la TC, sobre todo cuando se utiliza a las concentraciones más elevadas. 
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V. DESARROLLO DE SISTEMAS 

MULTIPARTICULARES DE TOLCAPONA: 

MICROPARTÍCULAS Y NANOPARTÍCULAS 
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1.  ELABORACIÓN DE MICROPARTÍCULAS DE PLGA CARGADAS CON 

TOLCAPONA 

 
Las micropartículas de TC se han obtenido mediante la técnica de extracción-evaporación 

del disolvente a partir de una emulsión O/A (Fernández et al., 2011). Para ello, se disuelven 400 

mg del polímero PLGA (ácido poli-láctico-co glicólico) 50:50 Resomer RG 502, en 1,5 ml de 

diclorometano (DCM), bajo agitación constante durante 2-3 min.  

 

A esta solución se le añade una cantidad fija de TC (70-120 mg) (Tabla 7) y se agita durante 

2 min, hasta obtener una mezcla homogénea. La dispersión formada se añade a 10 ml de PVA al 

1% y se homogeneiza con ayuda de un politrón a una velocidad de 5.000 rpm durante 3 min, hasta 

formar la emulsión. Una vez obtenida la emulsión, se transfiere a un vaso de precipitados que 

contiene 50 ml de solución de polivinilpirrolidona (PVP) al 0,1%, que se mantiene bajo suave 

agitación durante 3 horas a temperatura ambiente, hasta la completa evaporación del disolvente 

orgánico.  

Una vez que las microesferas están maduras, se filtran a través de membranas de 0,45 µm 

y se lavan con agua Milli-Q. Finalmente, se congelan para su posterior liofilización durante 24 h, 

con el fin de eliminar la humedad residual (Figura 32).  

 

Las diferentes formulaciones obtenidas por este procedimiento (MP-TC1 a MP-TC4) 

(Tabla 7) se han preparado por cuadruplicado. 
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Figura 32. Método de elaboración de las micropartículas de tolcapona por la técnica de 

extracción-evaporación del solvente a partir de una emulsión O/A 
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Tabla 7.  Formulaciones de TC elaboradas y sus características. TC (tolcapona), EE (eficacia de encapsulación), DE (desviación estándar) 

 

 

 

  

 

Formulación 

Cantidad de 

TC (mg) 

Rendimiento medio 

del proceso±DE (%) 

 

EE±DE (%) 

Tamaño medio de 

partícula±DE (nm) 

Índice de 

polidispersión 

 

Span 

MP-TC1 70 62,33 ± 15,10 73,92 ± 10,17 27,73 ± 2,59 m 0,24 0,63 

MP-TC2 80 78,30 ± 11,96 79,63 ± 3,55 23,05 ± 3,53 m 0,31 0,68 

MP-TC3 100 84,58 ± 5,75 83,17 ± 4,82 16,35 ± 2,83 m 0,38 0,65 

MP-TC4 120 87,69 ± 7,04 85,13 ± 2,08 17,00 ± 3,22 m 0,28 0,68 

NP-TC1 6  55,78 ± 16,87 56,16 ± 4,65 197,39 ± 43,19 nm 0,33 0,66 

NP-TC2 8  75,28 ± 5,73 55,99 ± 21,41 202,08 ± 48,70 nm 0,38 0,61 

NP-TC3 10  70,35 ± 14,19 53,69 ± 9,09 182,59 ± 23,94 nm 0,41 0,60 

NP-TC4 12  73,29 ± 4,50 46,16 ± 5,99 210,20 ± 7,92 nm 0,29 0,63 
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2. ELABORACIÓN DE NANOPARTÍCULAS DE PLGA CARGADAS CON TOLCAPONA  

 

Se han preparado nanopartículas (NPs) de PLGA cargadas con TC mediante el método de 

nanoprecipitación. Se ha seleccionado este procedimiento porque requiere menos aporte de energía 

externa que otros y nos permite usar acetona, que presenta menor toxicidad que otros solventes 

(Katiyar et al., 2016). 

 

En la optimización de la formulación se han preparado formulaciones con distintas 

cantidades de TC: 6 a 12 mg (Tabla 7). En todos los casos, se utilizan 50 mg de PLGA 502 (Tabla 

7). Para ello, la TC y el polímero se disuelven en 4 ml de acetona bajo agitación en vortex durante 

2 min. A continuación, la disolución formada se añade a 12 ml de PVA al 0,5%, con agitación 

continua durante 15 min para obtener las NPs. Posteriormente, se procede a la eliminación de la 

acetona utilizando un rotavapor durante 2 h a 25ºC y 70 mBar de presión (Buchi Rotavapor-R, 

BÜCHI Labortechnik AG, Suiza).  La suspensión resultante se lava tres veces con agua destilada y 

se centrifuga (Avanti J-301, Beckman Coulter Inc., EE.UU.) a 15.000 rpm durante 30 min para 

eliminar todo el PVA. Finalmente, la dispersión obtenida se liofiliza durante 24 horas, utilizando 

sacarosa al 3% como crioprotector (Flexi-Dry MP ™, FTS® Systems, EE. UU.) (Figura 33). 

 

 

 

Figura 33.  Método de elaboración de las nanopartículas de TC por la técnica de    

nanoprecipitación. TC: tolcapona. 

 

 

Centrifugar 
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3. CARACTERIZACIÓN DE LAS MICROPARTÍCULAS Y NANOPARTÍCULAS DE 

TOLCAPONA  

 

3.1.  Caracterización morfológica y distribución del tamaño de partícula  

 

La morfología de los MPs y NPs se ha analizado mediante microscopía electrónica de 

barrido de emisión (SEM) (JEOL JEM 6335F, Jeol Ltd., Japón). Para ello, las muestras se 

recubrieron con una fina capa de oro coloidal aplicada en un evaporador de vacío catódico antes 

de la observación por SEM a 20 KV.  

 

El diámetro medio y la distribución del tamaño de las partículas (MPs, NPs) se determinó 

a 25ºC mediante difracción láser utilizando un analizador de tamaño de partículas Microtrac-

S3500 (Microtrac S3500, Microtrac Inc., EE. UU.). Las muestras liofilizadas se suspendieron en 

agua Milli-Q y se sonicaron durante 30 segundos antes de cada determinación para evitar la 

formación de aglomerados. Los resultados se expresan como diámetros medios y sus 

correspondientes desviaciones estándar (±DE) (Tabla 7). 

 

Alteraciones en la metodología de elaboración de los sistemas micro y nanoparticulados 

pueden dar lugar a cambios en el tamaño final de las partículas. Para evaluar si la técnica empleada 

es adecuada conviene determinar la dispersión de la distribución de tamaños de las formulaciones, 

por ello se calcula el valor de span y el índice de polidispersión (IP). 

Para calcular los valores de span de cada una de las distribuciones obtenidas se ha empleado la 

siguiente ecuación: 

Span = (Percentil 90-Percentil 10) / (Percentil 50) 

 

Valores de span elevados indican una distribución heterogénea; un valor de span se 

considera adecuado cuando es inferior a 1, lo que significa que la población es monodispersa. 

 

El IP nos indica la anchura y distribución de tamaños moleculares, y es la relación entre el 

promedio en peso y en número. Para el cálculo del IP se emplea la siguiente ecuación: 

 

IP = SD/ (Tamaño medio) 
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Valores de IP comprendidos entre 0,1-0,5 indican una población monodispersa, mientras 

que valores superiores a 0,7 reflejan una amplia distribución de tamaños y, por tanto, una muestra 

polidispersa.  

 

3.2.    Determinación del rendimiento del proceso y la eficacia de encapsulación 

 

  La determinación del rendimiento del proceso (%) se realizó a partir de la relación entre el 

peso total de las MPs o NPs obtenidos y el peso total del ingrediente activo (TC) y de polímero 

utilizado. 

 

El rendimiento del proceso se determinó mediante la siguiente ecuación: 

 

mg MPs o NPs obtenidas 

Rendimiento % =                                                                                               x 100 

               (mg ingrediente activo + mg polímero utilizado en la preparación) 

 

 

La eficacia de encapsulación (EE%) se calcula a partir de la relación entre la cantidad de 

TC que realmente ha sido encapsulada en las MPs o NPs y la cantidad de fármaco utilizado en su 

preparación, mediante la siguiente ecuación: 

 

EE (%) =    (cantidad de TC encapsulada en las MPs o NPs (mg)          x100 

(cantidad inicial de TC utilizada en la preparación de MPs o NPs (mg). 

 

El rendimiento de encapsulación también se puede expresar como mg de ingrediente 

activo/100 mg de MPs o NPs. 

 

Para determinar la cantidad de TC incorporada a las MPs o NPs se procede de la siguiente 

manera: se pesan 10 mg de MPs o NPs, a las que se añade 1 ml de DCM para romperlas y 

posteriormente, 16 ml de etanol para lograr la completa precipitación del polímero. 

 

 A continuación, la muestra se centrifuga (Universal 32, Hettich, Alemania) a 3.000 rpm 

durante 5 minutos, el sobrenadante se extrae y se filtra a través de un filtro de tamaño de poro de 

0,45 µm.  Las muestras se analizan mediante HPLC.  
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3.2.1.  Cuantificación de la tolcapona por HPLC 

 

Para la cuantificación de TC se utilizó la técnica de cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC) previamente descrita por Heizmann et al. (Heizmann et al., 1999) adaptada a nuestras 

condiciones experimentales.  Para ello, se utilizó un cromatógrafo HPLC Waters con una bomba 

modelo 510, un detector UV modelo 1490 E, un muestreador automático 717 y un software 

Empower Login HPLC System Manager (Waters, EE. UU.). Se utilizó una columna Mediterranean 

C18 (5 µm, 250 mm x 4 mm) (Teknokroma S. Coop., Barcelona, España). La fase móvil utilizada 

está constituida por tampón fosfato: acetonitrilo (30:70, v/v). El tampón de fosfato (0,05 M) se 

preparó a partir de fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) ajustado a pH 2 con ácido fosfórico. 

La fase móvil antes del uso se pasa a través de filtros de membrana de nylon de 0,45 μm y se 

desgasifica.  La fase móvil se impulsó a un flujo constante de 1 ml/min y el volumen de inyección 

ha sido de 20 μL. Para el análisis se utilizó una longitud de onda de 268 nm y la sensibilidad se 

ajustó a 0,250 aufs. Todos los análisis se realizaron a 25,0±0,5ºC.  

 

El método fue lineal dentro del rango de concentraciones 0,5-20 µg/mL, con límite de 

detección de 0,12 µg/mLy límite de cuantificación 0,36µg/mL. Mediante la utilización de este 

método no se observaron interferencia entre la TC y el polímero PLGA. 

 

3.3.   Determinación del potencial Zeta  

 

El potencial zeta de las NPs se determinó utilizando un anemómetro láser-Doppler Malvern 

Zetasizer (Malvern Instruments, EE.UU.). Las determinaciones se realizaron suspendiendo las 

NPs en un medio acuoso a 25°C. El voltaje efectivo utilizado fue de 150 V.  

 

Para las determinaciones del potencial zeta se pesaron 5 mg de cada formulación, se 

colocaron en un matraz, se diluyeron con 50 mL de agua destilada y se mantuvieron en un 

sonicador durante 5 min.  

 

Posteriormente, las muestras se introdujeron en una celda capilar (Cell Enhances 

Capillary®, Malvern Instruments, EE.UU.). El potencial zeta se determinó en las formulaciones 

de NPs seleccionada.  
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3.4.    Estudios de cesión de Tolcapona in vitro  

 

Se han realizado estudios de cesión in vitro de la TC a partir de las formulaciones de MPs 

y NPs seleccionadas.  Para ello, se suspendieron una cantidad de MPs o NPs (20 mg) en 3 ml en 

tampón fosfato salino (PBS) a pH 7,4 y lauril sulfato sódico (LSS) al 1%, con el fin de mantener 

las condiciones sink.  

 

Las muestras se introducen en un baño de agua termostatizado (Memmert, Alemania) a 

37±0,2°C y bajo agitación constante (100 golpes/min). A intervalos de tiempo predeterminados se 

extrajo todo el volumen de sobrenadante, se filtró a través de filtros de con tamaño de poro de 0,45 

µm y se reemplazó con el mismo volumen de medio fresco. 

 

 Los estudios de cesión se prolongaron durante 40 días para las MPs y 34 días para las NPs. 

La cuantificación de TC liberada a los distintos tiempos se realizó mediante espectototometría a 

una longitud de onda de 266 nm. Los estudios de liberación in vitro se realizaron por 

cuadruplicado.  

 

El método de espectrofotometría ha sido puesto a punto y validado por nuestro grupo de 

investigación, siendo lineal dentro del rango de concentración 0,5-18 µg/mL (r =0.9996), con 

límite de detección de 0,26 µg/mL y límite de cuantificación 0,43 µg/mL.  

 

Mediante la utilización de este método no se observaron interferencias entre la TC y el 

polímero PLGA 502. Por lo que puede ser empleado para la cuantificación de TC liberada a partir 

de las micro y nanopartículas en los estudios de cesión in vitro. 
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4. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL DESARROLLO DE SISTEMAS 

MULTIPARTICULARES DE TOLCAPONA: SELECCIÓN DE LAS FORMULACIONES 

 

En este trabajo se han elaborado dos nuevos sistemas biodegradables de liberación 

controlada de TC (MPs y NPs de PLGA). PLGA es un copolímero de ácido poliláctico (PLA) y 

ácido poliglicólico (PGA), siendo el polímero más popular entre los disponibles debido a su 

biocompatibilidad y biodegradabilidad, utilización en clínica, características de degradación 

favorables y su capacidad para ser utilizado en sistemas de liberación controlada de fármacos. Es 

un polímero aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) (Makadia et al., 2011) y la 

Agencia Europea del Medicamento (EMA) para su uso en productos farmacéuticos administrados 

a humanos por vía oral y parenteral (Yun-Seok et al., 2010) y en suspensión (Freiberg y Zhu, 

2004). 

 

En una primera etapa, se han preparado diferentes formulaciones de MPs de PLGA 

cargadas con TC. Las cantidades de TC empleada en la preparación de las MPs osciló entre 70 y 

120 mg (Tabla 7; formulaciones de MP-TC1 a MP-TC4). 

 

 Los valores medios del rendimiento del proceso para todas las MPs de PLGA cargadas 

con TC variaron de 62,33±15,10% a 87,69±7,04% (Tabla 7). La eficacia de encapsulación 

aumentó a medida que la cantidad de TC aumentó de 70 a 120 mg. El valor más elevado se obtuvo 

con la formulación elaborada con 120 mg de TC (85,13 ± 2,08%) (Tabla 7). En el desarrollo de 

MPs es deseable obtener una elevada capacidad de carga del fármaco, lo que permitirá reducir la 

cantidad de MPs y de polímero a administrar. 

 

Todas las MPs elaboradas presentaron diámetros medios bajos, inferiores a 40 µm (Tabla 

7). El tamaño medio de las partículas resultó ser menor en aquellas MPs preparadas con una mayor 

relación ingrediente activo: polímero (formulaciones MP-TC3 and MP-TC4). 

 

En nuestro caso, y de acuerdo con los resultados obtenidos, hemos seleccionado la 

formulación MP-TC4 para continuar el estudio, ya que es la formulación que presenta valores más 

elevados de eficacia de encapsulación y un tamaño de partícula adecuado. La figura 34 muestra, a 

modo de ejemplo, una microfotografía del lote 2 de la formulación MP-TC4 y su correspondiente 

distribución de tamaño de partícula.  
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Figura 34. Microfotografía obtenida por SEM para el lote 2 de la formulación MP-TC4. 

 

Se han preparado también, diferentes formulaciones de NPs de PLGA cargadas con TC, 

utilizando para su elaboración distintas cantidades del ingrediente activo: 6 a 12 mg (Tabla 7, 

formulaciones NP-TC1 a NP-TC4).  

 

La eficacia media de encapsulación para las diferentes formulaciones elaboradas osciló 

entre un 46,16% y un 56,16%.  La cantidad de TC incorporada por 10 mg de MPs aumenta a 

medida que lo hace la cantidad de TC (6 a 10 mg). Sin embargo, este aumento no se observó 

cuando se utilizó 12 mg. En este caso dicha cantidad fue similar a la obtenida cuando se utilizan 

10 mg en la preparación de las NPs (0,88 mg/10 mg de NPs vs 0,89 mg/10 mg de NPs). Tal como 

se ha indicado previamente, es deseable la obtención de una elevada incorporación del ingrediente 

activo en las NPs para minimizar la cantidad de NPs y polímero a administrar.  

 

El tamaño de las partículas y la distribución del tamaño son una de las características más 

importantes de las NPs, ya que condicionan su distribución in vivo y su toxicidad. Además, pueden 

influir en la carga del fármaco, así como en sus perfiles de liberación y en su estabilidad.  

 

Los diámetros medios de las NPs medidos por la dispersión dinámica de la luz obtenidos 

fueron del orden de los 200 nm (Tabla 7), por lo que resultan adecuados para mejorar el acceso 

del nanosistema al cerebro. Diversos estudios han demostrado que las NPs poliméricas elaboradas 

con polímeros biodegradables como PLGA, y con tamaños de partícula de alrededor de 250 nm, 

son capaces de llegar a diferentes áreas del cerebro (Hillaireau y Couvreu, 2009; Suchlfart et al.., 

2012). 
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 Para todas las formulaciones desarrolladas, el índice de polidispersidad fue inferior a 0,5 

y el valor de span inferior a 0,7, lo que indica poblaciones homogéneas del tamaño de las partículas 

(Tabla 7) (Marcianes et al., 2017). La figura 35 muestra, a modo de ejemplo, una microfotografía 

del lote 3 de la formulación NP-TC3, junto con su correspondiente distribución del tamaño de las 

partículas. Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, se ha seleccionado la formulación 

NP-TC3 para continuar el estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Microfotografías obtenidas por SEM para el lote 2 de la formulación NP-TC3. 

En las tablas 8 y 9 se muestran los porcentajes cedidos acumulados de TC para las 

formulaciones seleccionadas cargadas con TC (MP-TC4 y NP-TC3). 
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Tiempo 

(días) 

% Cedido  

Exp. 1 

% Cedido  

Exp.  2 

% Cedido   

Exp.  3 

% Cedido  

Exp. 4  

% Cedido  

Media ± DE   

0,042 15,10 14,07 15,45 13,23 14,46±1,01 

1 20,57 21,71 19,01 17,46 19,69±1,85 

3 24,29 24,61 24,01 23,14 24,01±0,63 

6 32,62 29,63 30,27 30,01 30,63±1,35 

9 36,18 38,64 35,81 35,16 36,45±1,52 

12 44,91 43,33 43,00 43,49 43,68±0,84 

15 64,58 63,52 63,26 62,93 63,57±0,71 

18 70,97 73,12 71,18 70,46 71,43±1,17 

21 78,85 80,92 76,58 75,23 77,89±2,51 

24 82,24 85,89 80,61 79,67 82,10±2,74 

27 90,36 91,25 91,65 85,81 89,77±2,69 

30 97,87 98,09 95,43 90,56 95,49±3,50 

33 99,00 99,83 98,17 97,17 98,54±1,14 

36 99,85 99,76 98,49 99,24 99,34±0,62 

39 99,96 99,97 99,03 99,72 99,67±0,44 

42 99,98 100,00 99,66 99,99 99,91±0,54 

 

Tabla 8. Porcentajes cedidos individuales acumulados (n=4) y valores medios ± DE de TC para 

la formulación MP-TC4. 

 

Tiempo 

(días) 

% Cedido  

Exp. 1 

% Cedido  

Exp. 2 

% Cedido  

Exp. 3 

% Cedido  

Exp. 4 

% Cedido  

Media ± DE 

0,042 17,14 17,60 16,90 17,1 17,19±0,3 

1 45,9 46,62 46,12 46,69 46,33±0,38 

3 58,12 59,04 58,68 58,48 58,58±0,38 

5 72,31 72,86 72,15 72,14 72,37±0,34 

7 77,7 78,17 77,35 77,29 77,63±0,4 

9 84,01 84,38 83,35 83,61 83,84±0,45 

11 87,19 87,7 86,46 86,66 87,00±0,56 

13 90,62 91,03 89,92 90,13 90,43±0,5 

15 92,71 93,23 91,94 93,21 92,77±0,6 

17 94,21 94,73 93,42 94,17 94,13±0,54 

19 95,35 95,93 94,84 95,35 95,37±0,45 

21 96,44 97,01 95,97 96,51 96,48±0,43 

23 97,46 98,04 97,06 97,44 97,50±0,4 

25 98,38 98,92 97,98 98,21 98,37±0,32 

27 99,18 99,56 98,74 98,90 99,10±0,32 

 

Tabla 9.  Porcentajes cedidos individuales acumulados (n=4) y valores medios ± DE de TC para 

la formulación NP-TC3. 
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La figura 36 recoge los perfiles de liberación de la TC obtenidos en los estudios de cesión 

para la formulación MP-TC4. Para estas MPs de PLGA, la liberación del fármaco encapsulado se 

produce a través de la difusión y/o la erosión del biopolímero PLGA. La velocidad de difusión 

dependiente del coeficiente de difusión del fármaco en el medio y del coeficiente de reparto del 

fármaco y los medios que debe atravesar (Kamaly et al, 2016). Además, la formación de poros en 

la superficie de las partículas conduce a una liberación más rápida del ingrediente activo, al 

favorecerse la erosión de la superficie de las MPs (Park et al., 1992). 

 

 En nuestro caso, y para las formulaciones de micropartículas desarrolladas, la liberación 

inicial o burst fue baja, de alrededor el 15% en la primera hora. Una liberación inicial alta a menudo 

no es deseable, ya que podría suponer la aparición de efectos no deseados como consecuencia de 

toxicidad local causada por una alta concentración de fármaco liberada rápidamente. Además, esta 

elevada cesión inicial podría suponer la necesidad de acortar los intervalos de dosificación, con 

sus inconvenientes.  

 

La liberación inicial está condicionada por diferentes parámetros físicos-químicos 

relacionados con el fármaco, con la formulación, así como con el proceso de obtención del sistema 

multiparticular (Huang y Brazel, 2001). Así, la migración del fármaco durante el proceso de secado 

de las partículas puede crear una distribución heterogénea del fármaco, favoreciendo su liberación 

a tiempos cortos. En nuestro caso, la liberación inicial fue seguida por una liberación más lenta, 

durante aproximadamente 12 días. Durante este tiempo, el fármaco (TC) se liberó de acuerdo con 

una cinética de orden cero, alcanzándose una cesión del 45%. Alrededor del día 15 se observó una 

rápida liberación debido a la erosión del polímero.  

 

Posteriormente, el fármaco se liberó hasta el día 30 prácticamente con cinética de orden 

cero. A dicho tiempo, el porcentaje liberado de TC fue de aproximadamente el 90%. La lenta 

liberación de la TC a partir de las MPs podría deberse a las características hidrofóbicas de la matriz 

polimérica que dificultaría la difusión de agua al interior de las partículas, reduciendo así la 

velocidad de degradación del polímero (Klose et al., 2008). 
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Figura 36. Perfiles medios de liberación de la tolcapona (±DE) a partir de la formulación MP-

TC4. 

 

La figura 37 muestra los perfiles medios de liberación de la TC obtenidos en los ensayos 

de cesión de la formulación de NPs seleccionadas (NP-TC3). La liberación del fármaco también 

se ve afectada por el tamaño de las partículas. 

 

 Las partículas más pequeñas, como las NPs, tienen una relación superficie-volumen mayor 

que las MPs; por lo tanto, la mayor parte del fármaco asociado con partículas pequeñas estaría 

cerca de la superficie de la partícula, lo que conduciría a una liberación más rápida del fármaco. 

En nuestro caso, se obtiene una liberación inicial (efecto burst) del orden del 20% dentro de las 

primeras 24 h, seguida de una liberación de acuerdo a una cinética de orden cero durante los 

siguientes 10 días, con una constante media de liberación de orden cero de 4,13 ± 0,17μg /h /10 

mg NPs. A dicho tiempo se ha liberado aproximadamente el 83%. 
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Figura 37.  Perfiles medios de liberación de la tolcapona (±DE) a partir de la formulación NP-

TC3. 

 

El potencial zeta de una nanopartícula es de gran interés debido a que caracteriza sus 

propiedades de carga superficial. Refleja el potencial eléctrico de las partículas y depende de la 

composición de la partícula y del medio en el que se dispersa. Se ha demostrado que NPs con un 

potencial zeta comprendido entre +30 mV y -30 mV son estables en suspensión ya que se evita su  

agregación (Singh y Lillard, 2009; Velasco-Rodríguez et al., 2012). Además, el potencial zeta de 

las NPs condiciona su paso a través del BHE. Las NPs con carga positiva pueden interactuar con 

las superficies de las células cargadas negativamente, lo que representa una ventaja, aunque 

provoca una respuesta inmune más fuerte. Por otro lado, las partículas cargadas negativamente a 

bajas concentraciones no alteran la BHE (Lockman et al., 2004). En nuestro caso, el valor del 

potencial zeta para la formulación seleccionada (NP-TC3) fue negativo de -26,32±0,48 mV debido 

probablemente a la ionización de los grupos carboxílicos del PLGA, que confieren una carga 

negativa en la superficie. De hecho, se ha indicado que NPs preparadas con PLGA 502 presentan 

un potencial zeta negativo del orden de –33 mv (Fonseca et al., 2002).  Dicho valor asciende al 

cargar las nanopartículas con TC, debido probablemente a la modificación de la superficie como 

consecuencia de la de incorporación del fármaco. 
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1.   MODELOS ANIMALES UTILIZADOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON  

 

 Actualmente se utilizan diversos modelos animales de EP para ayudar a comprender la 

patogénesis de este trastorno neurogenerativo, así como para evaluar el potencial de nuevos 

tratamientos desarrollados para la enfermedad (Wang et al, 2012; Negro et al., 2016, Barcia et al., 

2017; Hernández-Baltazar et al, 2017, Nistico et al., 2011,). Por ello, y con el fin de seleccionar 

el modelo más adecuado para evaluar las formulaciones seleccionadas (MP-TC4 y NP-TC3), se 

ha realizado una revisión de los principales modelos experimentales de EP (Le et al., 2014).  

Dentro de los agentes utilizados en los modelos animales de Parkinson se encuentra el uso de 

neurotoxinas y de plaguicidas (Cicchetti et al., 2009; Bové et al., 2011). En la revisión realizada 

se abordaron los modelos que utilizan estos agentes, y su relevancia para el estudio y conocimiento 

de la enfermedad de Parkinson, centrándonos en la aplicación de estos modelos experimentales en 

el desarrollo de sistemas de liberación controlada de administración de fármacos para el 

tratamiento de la EP. Los resultados de dicha revisión nos han permitido publicar un artículo 

titulado “Application of neurotoxin-and pesticide-induced animal models of Parkinson's disease 

in the evaluation of new drug delivery systems” en la revista Acta Pharmaceutica (Casanova et 

al., 2022).  

  

 En el caso de la EP, un modelo animal ideal debe reproducir los signos clínicos y 

patológicos típicos de esta enfermedad, tales como la pérdida progresiva de neuronas 

dopaminérgicas, la aparición de inclusiones de cuerpos de Lewy (LB) en el cerebro, y la existencia 

de síntomas de movimiento capaces de revertirse con L-dopa (Uversky, 2004).   

 

 Las neurotoxinas que más se utilizan en los modelos animales de EP son la 6-OHDA y el 

MPTP (Blandini et al., 2012).  Estos agentes generalmente desarrollan una degeneración 

nigroestriatal sustancial, así como síntomas motores que se asemejan a los que ocurren en la EP 

humana. En el desarrollo y la evaluación de nuevos sistemas de administración de fármacos para 

la EP, la 6-OHDA es la más utilizada. Ejerce un daño selectivo, lo que facilita la evaluación, sin 

embargo, se tiene que inyectar intracerebralmente.  

 

MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina) es otra neurotoxina de uso frecuente. A 

diferencia de la 6-OHDA, MPTP tiene la capacidad de cruzar la BHE facilitando así su 

administración. Su mecanismo de acción ha sido ampliamente estudiado, y el modelo MPTP en 

monos se considera el estándar de oro para pruebas preclínicas de nuevos enfoques terapéuticos 
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para la EP (Garbayo et al., 2016). Sin embargo, la falta de instalaciones y la experiencia de los 

investigadores con modelos realizados en monos es uno de sus principales inconvenientes.  

 

 En cuanto a los modelos animales de EP basados en plaguicidas, los agentes habitualmente 

empleados son la rotenona, el paraquat y el maneb. La rotenona (RT) en administración sistémica 

accede principalmente a estructuras mitocondriales, causando estrés oxidativo y apoptosis de las 

neuronas dopaminérgica del SNpc. Además, el modelo con rotenona puede causar la formación 

de inclusiones de α-sinucleína, así como déficits motores similares a los que ocurren en la EP.  El 

modelo animal de RT es uno de los más utilizados para inducir síntomas parkinsonianos en 

animales de experimentación debido a las siguientes características: 

 

 Reproduce la mayoría de los trastornos motores y las características histopatológicas de la 

EP, incluidos los cuerpos de Lewy y algunas afecciones asociadas con la acumulación de 

α-sinucleína (α-Syn) (Mulcahy et al, 2011; Xiong et al., 2013). 

 

 La RT y otros pesticidas son potentes inhibidores mitocondriales y su uso se asocia a una 

alta incidencia de EP en humanos, principalmente en áreas rurales/ agrícolas. 

 

 La RT es un compuesto lipofílico y, como tal, puede atravesar barreras biológicas sin Usar 

de transportadores (Mulcahy et al, 2011). 

 

 El paraquat también se cree que causa degeneración dopaminérgica al inducir estrés 

oxidativo, sin embargo, después de administración crónica, este agente no es capaz de producir 

depleción de dopamina en el cuerpo estriado o claros déficits motores.   

 

 La revisión bibliográfica realizada nos ha permitido concluir que, cuando se evalúan 

nuevos sistemas terapéuticos para el tratamiento del Parkinson, los modelos más utilizados son los 

que emplean 6-OHDA y RT. Si bien, ninguno de los modelos animales basados en el uso de 

neurotoxinas o de pesticidas es capaz de imitar exactamente las características neuropatológicas 

que ocurren en EP humano. Este hecho, unido a la experiencia de nuestro grupo investigador 

(Negro et al., 2016, Barcia et al., 2017) nos llevó a la selección del modelo animal de Parkinson 

inducido con RT para continuar nuestros estudios.  

 

A continuación, se incluye el artículo de revisión publicado, previamente descrito como 

parte de esta memoria experimental.  
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La eficacia de los dos nuevos sistemas de liberación controlada seleccionados (MP-TC4 y 

NP-TC3), tal como se ha indicado, se han evaluado en un modelo animal de EP inducido por RT 

en ratas.  

 

1.  PRUEBAS EN ANIMALES  

 

En los ensayos se han utilizado ratas Wistar macho de peso inicial comprendido entre 180 

g y 220 g (Harlan, Francia). Los experimentos se han realizado cumpliendo con los principios de 

las 3R (Reducción, Reemplazo y Refinamiento). Los animales se alojaron en jaulas a 22±2ºC en 

condiciones habituales de laboratorio y bajo ciclos estándares de luz-oscuridad. A los animales se 

les administró comida y agua ad libitum. Para minimizar el dolor y la incomodidad se aplicaron 

todas las medidas adecuadas para minimizar el número de animales utilizados. Todos los 

procedimientos experimentales de este estudio fueron aprobados por el Comité de Ética para la 

experimentación con animales de la Universidad Complutense (permiso PROEX 14/18) y 

realizados de acuerdo con las recomendaciones para el cuidado y uso de animales de 

experimentación y de acuerdo con la ley española (R.D. 1201/05). 

 

2.  TRATAMIENTOS Y GRUPOS DE ANIMALES 

 

La neurotoxina utilizada, rotenona (RT) se disolvió en aceite de girasol antes de su 

administración por vía intraperitoneal (Fernández et al., 2012).  

 

Los animales de experimentación, ratas, se dividieron en los siguientes grupos:  

 

 Grupo 1 (G1): Grupo control. Animales (n = 8) que recibieron únicamente los vehículos; 

aceite de girasol (grupo G1A, n = 4) o solución salina (grupo G1B, n = 4), durante 43 días. 

 

 Grupo 2 (G2): Animales (n = 8) a los que se les administró en RT (2 mg /kg/día) durante 

43 días (G2). 

 

 Grupo 3 (G3): Animales (n = 8) que recibieron RT (2 mg/kg/día) durante 43 días y la 

cantidad de MPs equivalente a 3 mg/kg/día de TC cada 14 días a partir del día 15 de 

iniciado el estudio. 
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 Grupo 4 (G4): Animales (n = 8) que recibieron RT (2 mg/kg/día) durante 43 días y la 

cantidad de NPs equivalente a 3 mg/kg/día de TC cada 3 días a partir del día 15 de iniciado 

el tratamiento. 

 

 Grupo 5 (G5): Animales (n = 8) que recibieron RT (2 mg /kg/día) durante 43 días y TC 

en solución salina (3 mg/kg/día) a partir del día 15 de comienzo del tratamiento. 

 

La selección de las dosis ensayadas se realizó en base a experimentos previos llevados a 

cabo en nuestro laboratorio.  Las formulaciones seleccionadas (MP-TC4 y NP-TC3) (Tabla 7) 

fueron administradas por vía intraperitoneal (i.p) en cantidades apropiadas, teniendo en cuenta el 

peso del animal y la eficacia de encapsulación obtenida para cada formulación (Tabla 7).  La RT 

se administró disuelta en aceite de girasol y, las MPs y Nps suspendidas en solución salina. 

Después de 44 días, los animales se sacrificaron por decapitación, utilizando para ello una 

guillotina. 

 

3. EVALUACIÓN DEL PESO CORPORAL  

 

 A tiempos preestablecidos (días 1, 5, 10, 14, 20, 26, 30, 35, 40 y 44) se pesaron los animales para 

evaluar los cambios que se iban produciendo a lo largo del estudio. 

 

4.  PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO  

 

4.1.    Prueba de Catalepsia  

 

Las pruebas de catalepsia (rejilla y barra) se realizaron a tiempos predeterminados (días 

16, 25, 35 y 44). Para la realización de las pruebas de catalepsia en rejilla, los animales se colgaron 

de las cuatro patas de una rejilla situada verticalmente (25,5x44 cm, con un espacio de 1 cm entre 

cada alambre), y cuando el animal realizó el primer movimiento (movimiento de una pata) se 

registró el tiempo en segundos. Este tiempo corresponde al tiempo de latencia. 

 

El ensayo de catalepsia en barra se realizó de acuerdo con el siguiente procedimiento; se 

colocó una barra en posición horizontal a 10 cm de una superficie elevada. En el ensayo las ratas 

se colocaron con ambas patas delanteras en la barra en una posición de medio levantamiento. Se 

determinó el tiempo que la rata tarda en cambiar su posición forzada inicial.  
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El tiempo máximo para ambas pruebas de catalepsia se fijó en 180 segundos.  Las pruebas 

de catalepsia se realizaron por triplicado para cada animal, a los tiempos indicados. 

 

4.2. Prueba de Aquinesia  

 

Una de las anomalías motoras de la enfermedad de Parkinson es el retraso en el inicio del 

movimiento. Dicho retraso puede estimarse mediante la realización de la prueba de aquinesia. Las 

pruebas de aquinesia se realizaron a tiempos predeterminados (días 16, 25, 35 y 44). Para ello, los 

animales se colocaron durante 5 min (periodo de adaptación) en una plataforma elevada (100 cm) 

(100x150 cm) y se midió el tiempo (segundos) que los animales tardan en mover las 4 

extremidades. La prueba concluye cuando la latencia supera los 180 segundos. Las pruebas de 

aquinesia se realizaron por triplicado para cada animal a los tiempos indicados. 

 

4.3.   Prueba de Natación  

 

Las pruebas de natación se realizaron los días 16, 25, 35 y 44 del estudio, según el 

procedimiento descrito por Haobam y col. (Haobam et al., 2005), adaptado a nuestras condiciones 

experimentales. Los animales de cada grupo fueron entrenados para la prueba de natación 

colocándolos en el baño de agua (40x40x40 cm) a una temperatura de 27±2ºC. Los criterios de 

puntuación de la prueba de natación fueron los siguientes:  

 

Puntuación 0: la rata nada con la parte trasera hundida y la cabeza flotando. 

Puntuación 1: la rata nada ocasional con las extremidades traseras mientras flota de un 

lado. 

Puntuación 2: la rata ocasionalmente nada/flota. 

Puntuación 3: la rata no es capaz de nadar.  

 

La prueba de natación se realizó por triplicado para cada animal a los distintos tiempos. 
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5. EVALUACIONES INMUNOHISTOQUÍMICAS 

 

5.1. Procesamiento Cerebral 

  

Al final del estudio (44 días) los animales se sacrificaron por decapitación. Inmediatamente 

después se extrajeron los cerebros, se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -80ºC hasta su 

análisis. Posteriormente se obtuvieron cortes de cerebro (30 µm de espesor), tanto del cuerpo 

estriado como de la sustancia nigra, utilizando para ello un criostato (Leica CM1850, Leica 

Biosystems, Alemania). Todos los cortes de cerebro se montaron sobre portaobjetos Superfrost 

Plus (Thermo Scientific, Alemania), se secaron a 36ºC en una placa caliente y se mantuvieron 

congelados a -80ºC, hasta su análisis. 

 

5.2. Tinción de NISSL  

  

Para la realización de la tinción de Nissl, los cortes de cerebro se fijaron sobre portaobjetos 

con formaldehído al 4% en tampón fosfato a pH 7,4. A continuación, las muestras se lavaron dos 

veces con tampón fosfato y se sumergieron en una solución ácida de violeta de cresilo al 0,5% 

durante 30 min. Posteriormente, las muestras se lavaron con agua destilada y se deshidrataron 

utilizando soluciones de concentración creciente de etanol (70%, 95% y 100%). Los cortes se 

trataron finalmente con xileno (dos veces durante 5 min cada vez) y se cubrieron con un 

cubreobjetos con el medio de montaje orgánico DPX (resina acrílica con base de xileno) (Sigma-

Aldrich, España). Finalmente, una vez secas las preparaciones, se obtuvieron imágenes 

histológicas de la sustancia nigra con una cámara digital (cámara DFC425, Leica, Alemania) 

acoplada a un microscopio óptico (Leitz Laborlux S, Leica, Alemania). 

 

5.3.  Ensayo Inmunohistoquímico de la TH 

 

En los ensayos inmunohistoquímico de TH (tirosina hidroxilasa) se siguió un 

procedimiento estándar. Después de fijar, permeabilizar con Tween 20 al 0,1% en TBS (solución 

salina tamponada con Tris), lavar y bloquear las muestras, se les añadió el anticuerpo TH (dilución 

1: 500, Sigma-Aldrich, EE. UU.). Tras una noche de incubación a 4ºC, los portaobjetos que 

contenían los córtex se lavaron con TBS/Tween 20 al 0,1% (3 veces durante 5 minutos, a 

temperatura ambiente) y luego se añadió el correspondiente anticuerpo secundario marcado con 

FITC (isotiocianato de fluoresceína) (dilución 1: 500; Sigma-Aldrich, EE. UU.). Finalmente, 
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después de la incubación (2 horas a temperatura ambiente) y lavado, los portaobjetos se montaron 

con medio acuoso Mowiol y se observaron con un microscopio de fluorescencia (Leica 

DM2000LED, Alemania). Las imágenes digitales se capturaron utilizando el filtro FITC (Leica 

DFC 3000G, Alemania). 

 

5.4. Ensayo Inmunohistoquímico de la GFAP  

  

La inmunohistoquímica de GFAP (proteína ácida fibrilar glial) se realizó de acuerdo con 

el procedimiento descrito por García-García y colaboradores (García-García et al., 2015) con 

modificaciones menores. Las muestras se fijaron con formaldehído al 4%, se lavaron, se 

permeabilizaron en TBS/Tween 20 al 0,1% y se bloquearon en albúmina al 5% disuelta en TBS. 

Posteriormente, los portaobjetos se incubaron durante la noche a 4ºC con un anticuerpo anti-GFAP 

fluorescente conjugado con el colorante de cianina Cy3 (dilución 1:500; Sigma-Aldrich, EE.UU.), 

eliminando la necesidad de utilizar un anticuerpo secundario. Después de lavar para eliminar el 

anticuerpo no unido, las secciones de cerebro se cubrieron con un medio de montaje acuoso 

Mowiol. Finalmente, se obtuvieron imágenes digitales con una cámara digital de fluorescencia 

(Leica DFC 3000G, Alemania) acoplada a un microscopio (Leica DM2000LED, Alemania) 

utilizando un filtro de isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC). 

 

6.  PROCESAMIENTO DE ÓRGANOS 

 

 Tras el sacrificio de los animales se procedió a la extracción de los hígados para su análisis 

y visualización macroscópica.  

  

7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

 

Los datos se expresan como media ± error estándar de la media (D.E.). El análisis 

estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía. La significación estadística se definió como p 

<0,05. Los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el software Statgraphics® Plus v. 5.1 

(John Wiley and Sons, EE.UU.). Se analizaron los resultados de catalepsia y aquinesia (barra y 

rejilla) para determinar la significación estadística mediante análisis no paramétricos (ANOVA 

multifactorial de Kruskal-Wallis- ANOVA de una vía).  
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE LA EVALUACIÓN DE LAS FORMULACIONES   

SELECCIONADAS (MP-TC4 Y NP-TC3) EN UN MODELO ANIMAL DE 

PARKINSON INDUCIDO POR ROTENONA 

 

En esta parte de la presente memoria experimental hemos evaluado la eficacia terapéutica 

de las formulaciones seleccionadas (MP-TC4 and NP-TC3) en un modelo animal de Parkinson 

inducido por RT. En los animales de experimentación se han realizados análisis de 

comportamiento y estudios histológicos e inmunoquímicos. 

 

Tal como hemos indicado previamente, la EP se caracteriza por una degeneración 

progresiva y selectiva de las neuronas dopaminérgicas del SNC, dando lugar a trastornos del 

movimiento. Así, la reducción de la actividad dopaminérgica causa síntomas parkinsonianos como 

rigidez (tensión muscular especifica), bradiquinesia (movimiento lento) y aquinesia (incapacidad 

para moverse). Este estado se manifiesta en las ratas como catalepsia. Por tanto, las pruebas de 

comportamiento resultan útiles en los estudios de evaluación de nuevos sistemas terapéuticos 

diseñados para el tratamiento del Parkinson. Además, la evaluación histológica e inmunoquímica 

permiten estudiar la evolución de la enfermedad después de los tratamientos.   

 

En nuestro estudio, la mortalidad se produjo en el 12,3% de los animales tratados con RT 

y no se produjeron muertes en los animales de control.  Cannon y col. (Cannon et al, 2009) cuando 

utilizan RT disuelta en DMSO (2,75-3 mg / kg / día) obtienen valores una mortalidad del 10% de 

los animales a los pocos minutos de llevar a cabo la administración de RT.  Zhang y colaboradores 

(Zhang et al., 2017) al evaluar el efecto de la administración de RT a dos dosis (2 y 2,5 mg/kg) 

obtuvieron una mortalidad del 46,7% con la dosis más alta en comparación con solo el 6,7% con 

la dosis más baja ensayada. En nuestro caso ninguno de los animales murió poco después de la 

inyección. Probablemente, este hecho es debido a que se utilizó la dosis 2 mg/kg/día y a la menor 

toxicidad del vehículo utilizado en nuestro estudio (aceite de girasol). 

 

Por otra parte, es necesario indicar que la pérdida de peso es una característica común de 

los pacientes de EP, que presentan disfunción gastrointestinal. Dicha pérdida de peso está 

directamente relacionada con la degeneración del sistema nervioso entérico, que generalmente se 

produce durante la progresión de la enfermedad (Pfeiffer, 2003)  

 

 La figura 38 muestra la evolución del peso corporal de los animales de experimentación a 

los distintos tiempos de estudios. Los animales pertenecientes a los grupos de control (G1A y 
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G1B), que corresponden a los que recibieron los vehículos (aceite de girasol o suero fisiológico) 

experimentaron una ganancia de peso gradual y constante a lo largo del estudio. Además, no se 

observaron diferencias significativas (p>0,05) entre ambos grupos control (G1A y G1B). Los 

animales tratados sólo con RT (grupos G2) mostraron un aumento muy leve de peso durante los 

primeros 10 días. Posteriormente, se observa que los pesos permanecen constantes debido al 

avance progresivo de la neurogeneración. Al final del estudio, los pesos de estos animales fueron 

ligeramente superiores al peso inicial. El peso de los animales tratados con RP (grupos G3 a G5) 

resultaron ser mayores a los obtenidos en el grupo de animales que recibieron sólo RT, debido a 

la combinación de la neurodegeneración producida por RT y el tratamiento con TC. 

 

 

 

 

Figura 38.  Evolución de los pesos de las ratas (valores medios ± DE) durante el estudio (44 

días). G1: grupo control; G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con 

rotenona y: G3 tratados con MPs cargadas con TC en cantidad equivalente a una dosis de 45 

mg de TC cada 15 días, G4 tratados con NPs cargadas con TC en cantidad equivalente a una 

dosis de 9 mg de TC cada 3 días y G5 tratados con TC en solución (3 mg/Kg/día) durante 43 

días. TC (tolcapona), MPs (micropartículas) y NPs: (nanopartículas). 
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La TC es un coadyuvante eficaz en el tratamiento de la EP en la mejora de las fluctuaciones 

motoras, de ahí la importancia de utilizar modelos animales que permitan determinar las 

modificaciones de comportamiento en el animal, como catalepsia, aquinesia y natación. 

 

  En la figura 39 se muestran los resultados obtenidos en la prueba de catalepsia (rejilla y 

barra) a los 16, 25, 35 y 44 días del estudio.  

 

Los valores de latencia obtenidos con ambos vehículos; aceite de girasol (G1A) o la 

solución salina (G1B) no presentaron diferencias significativas (p>0.05). Sin embargo, si se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en los valores de latencia entre los animales 

tratados con RT (G2) y los animales del grupo control (G1A y G1B).  

 

 La neurotoxina (RT) indujo un aumento en la latencia tanto las pruebas de catalepsia en la 

rejilla como en la de barra que revirtió cuando se administró TC (G3, G4 y G5).  

 

Los mejores resultados se obtuvieron en el grupo G4 que corresponde a los animales que 

recibieron NPs de PLGA cargas con TC. En este grupo no se obtuvieron diferencias significativas 

(p <0,05) con respecto al grupo control. 
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Figura 39.  Resultados medios obtenidos ±DE obtenidos en los ensayos de catalepsia a: barra y 

b: rejilla. G1: grupo control; G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con 

rotenona y: G3 tratados con MPs en cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 

días, G4 tratados con NPs en cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 días y G5 

tratados con TC en solución (3 mg/Kg/día) durante 43 días. TC (tolcapona), MPs 

(micropartículas) y NPs (nanopartículas). 

 

 

 En la figura 40 se muestran los resultados obtenidos para la prueba de aquinesia, no 

observándose diferencias significativas entre ambos subgrupos del grupo control (G1A y G1B). A 

todos los tiempos estudiados, la administración de RT (grupo G2) prolongó significativamente la 
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latencia en comparación con el control G1 (G1A y G1B), con un valor medio de latencia alrededor 

de 7 veces mayor en el grupo G2 respecto al control (G1A y G1B) al final del ensayo (44 días). 

 

 

 

 

Figura 40.  Resultados medios obtenidos ±DE obtenidos en los ensayos de aquinesia. G1: grupo 

control; G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con rotenona y: G3 

tratados con MPs en cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 días, G4 

tratados con NPs en cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 días y G5 tratados 

con TC en solución (3 mg/Kg/día) durante 43 días. TC (tolcapona), MPs (micropartículas) y 

NPs (nanopartículas). 

 

 

En los todos grupos de animales que recibieron TC (grupos G3, G4 y G5) se observó una 

reversión de la aquinesia a los 25, 35 y 44 días. Al final del estudio (44 días) en los grupos G4 y 

G5 se obtuvieron valores de latencia similares a los del grupo control (G1), no observándose 

diferencias significativas (p <0,05) entre los valores obtenidos en los G4 y G5. En el caso del 

grupo G5, este hecho podría deberse a que los animales de dicho grupo han recibieron la solución 

de TC el día anterior a la realización de las pruebas, lo que indica que la formulación provoca un 

efecto muy rápido en el cerebro. Los resultados obtenidos en el grupo G4 que recibieron NPs 

cargadas con TC, confirman el rápido acceso de la TC al cerebro y la capacidad de las NPs para 

mantener el efecto de forma más prolongada que la solución.  

 

 La prueba de natación se realizó con el fin valorar el déficit/capacidad motora general del 

animal en el modelo de rotenona (Sindhu et al., 2005). Los resultados obtenidos en esta prueba se 

muestran en la figura 41. A todos los tiempos ensayados, todos los animales del grupo control (G1, 
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correspondiente a G1A y G1B) mostraron la puntuación más alta (puntuación = 3) (Figura 41). La 

capacidad de natación de los animales tratados con RT (grupo G2) disminuyó significativamente 

en comparación con el grupo de control (p <0,05) (figura 41, G2 vs G1). Al final del estudio, todos 

los animales que recibieron TC (grupos G3, G4 y G5) mostraron puntuaciones de natación más 

altas que el grupo tratado únicamente con RT (puntuación>2). Únicamente, los animales del grupo 

G4 obtuvieron la máxima punción (puntación 3) que resultaron iguales a las obtenidas en los 

animales del grupo control. 

 

 

 

Figura 41.  Resultados medios ± DE obtenidos en las pruebas de natación. G1: grupo control; G2: 

grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con rotenona y: G3 tratados con MPs en 

cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 días, G4 tratados con NPs en cantidad 

equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 días y G5 tratados con TC en solución (3 mg/Kg/día) 

durante 43 días. TC (tolcapona), MPs (micropartículas) y NPs (nanopartículas). 

 

 

El método histológico de tinción de Nissl se utiliza ampliamente para estudiar la 

morfología y patología de las neuronas, ya que el colorante utilizado se une al ADN de los núcleos 

y al ARN del citoplasma de las células y permite estudiar la citoarquitectura del cerebro (Pilati et 

al., 2008). Para observar los efectos de la RT y de las diferentes formulaciones sobre la pérdida 

neuronal en el SNpc, se realizó la tinción de Nissl. Las imágenes obtenidas se muestran en la figura 

42. La rotenona es altamente lipofílica, por lo que atraviesa fácilmente todas las membranas 

biológicas, incluida la barrera hematoencefálica y ha sido ampliamente utilizada para desarrollar 

modelos animales de EP. La administración sistémica de RT produce degeneración progresiva 

crónica de la vía nigroestriatal, similar a lo que se observa en los pacientes con EP (Cannon et al., 

2009; Zhang et al., 2017). La administración de RT produce las modificaciones conductuales e 
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histopatológicos característicos de la EP, incluida una pérdida de células neuronales en SNpc 

(Tapias et al., 2013; Swarnkar et al., 2013; Zhang et al., 2019). La administración de TC en 

solución (grupo G5) o encapsulada, en MPs (grupo G3) o NPs (grupo G4), previene la muerte 

celular inducida por RT en el SNpc. Este efecto resultó ser más marcado cuando se administra TC 

en forma de NPs, lo que confirma la utilidad de dicho sistema para mejorar el acceso de la TC al 

cerebro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

Figure 42.  Imágenes obtenidas tras la tinción de Nissl de cortes de cerebro (sustancia nigra 

pars compacta, 40 µm) correspondientes a todos los grupos de animales. 

 

 

  La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo frecuente que, tal como se 

ha indicado previamente, se caracteriza por la pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas 

en la SNpc. La pérdida de estas neuronas se asocia con una respuesta glial compuesta 

principalmente por células microgliales activadas y, en menor medida, por astrocitos reactivos 

(Vila et al., 2001). La proteína fibrilar ácida de la glía, también llamada filamentos gliales o 

proteína gliofibrilar ácida (GFAP), es una de las proteínas fibrosas que forman los filamentos 

intermedios del citoesqueleto intracelular, particularmente de las células gliales. La respuesta glial 

puede ser la fuente de factores tróficos y puede proteger contra especies reactivas de oxígeno y 

glutamato. Además, cuando se produce una lesión cerebral, una respuesta astrocítica lenta puede 

mantener la activación de la microglía y eventualmente conducir a una lesión cerebral crónica 

(Gao et al., 2013). Por este motivo, y con el fin de mostrar si existe una posible activación 
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astrocítica asociada a la neurodegeneración de la RT, se realizaron estudios inmunohistoquímicos 

no cuantitativos de GFAP (figura 43). La administración de RT a una dosis de 2 mg/Kg/día durante 

43 días (G2) produjo una gliosis intensa. Estos resultados están de acuerdo con los resultados 

obtenidos por otros autores que observaron que cuando se utiliza la RT como neurotoxina se 

produce una activación astrocítica tanto in vitro (Swarnkar et al., 2012) como in vivo (Tapias et 

al., 2013). Esta respuesta astrocítica se manifestó con una fuerte hipertrofia y enrosamiento de los 

cuerpos celulares (grupo G2). Estas características se consideran típicas de la astrogliosis reactiva 

(Sofroniew y Vinters, 2010). Los mecanismos implicados en el daño cerebral inducido por 

astrocitos activados son múltiples, incluido el estrés oxidativo al incrementar la producción de 

ROS (Thomas et al., 2004) y la liberación de citoquinas proinflamatorias (Gómez et al., 2007; 

Choi et al., 2015). 

 

 En la figura 44 se muestran los resultados de gliosis obtenidos y sus desviaciones 

estándares, expresadas como porcentaje respecto al grupo control (grupo G1).  A los 44 días del 

estudio, la gliosis más intensa se observó en el grupo que recibió sólo RT (grupo G2). Además, 

esta respuesta astrocítica revirtió en los grupos de animales tratados con TC, tanto encapsulada 

(grupos G3 y G4) o como en solución (grupo G5). Pero sólo para aquellos que en recibieron NPs 

de PLGA cargadas con TC (grupo G4), la reversión fue completa. En este grupo no se observaron 

diferencias significativas respecto al control (grupo G1) (p <0,05). 

 

 En la evaluación macroscópica de los órganos (hígados) no se observaron alteraciones en 

los grupos tratados con TC, aunque se están realizando estudios más exhaustivos para confirmar 

estos resultados. 
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Figura 43.  Evaluación de la respuesta Glial.  G1: grupo control; G2: grupo tratados con 

rotenona; grupos G3 a G5 tratados con rotenona y: G3 tratados con MPs cargadas con TC en 

cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 días, G4 tratados con NPs en 

cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 días y G5 tratados con TC en solución (3 

mg/Kg/día) durante 43 días. TC (tolcapona), MPs (micropartículas) y NPs (nanopartículas). 
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44.  Resultados obtenidos en el estudio inmunohistoquímico (no cuantativo) de la respuesta glial 

(GFAP) obtenidos en los cortes cerebrales (subtancia nigra) para todos los grupos de animales 

analizados. G1: grupo control; G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con 

rotenona y: G3 tratados con MPs en cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 

días, G4 tratados con NPs en cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 días y G5 

tratados con TC en solución (3 mg/Kg/día) durante 43 días. TC (tolcapona), MPs 

(micropartículas) y NPs (nanopartículas). 

  

  

La dopamina se sintetiza en las neuronas dopaminérgicas del SNpc, se almacena en 

vesículas sinápticas y se libera en respuesta a estímulos en el estriado para ejercer su función 

fisiológica (Messripour y Mesripour, 2013). Una anomalía neuroquímica presente en la 

enfermedad de Parkinson (EP) es la degeneración de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia 

negra, lo que conduce a una reducción de los niveles de dopamina (DA) estriatal. Como la tirosina 

hidroxilasa (TH) cataliza la formación de L-DOPA, paso limitante en la biosíntesis de DA, la EP 

puede considerarse como un síndrome de deficiencia de TH del cuerpo estriado. Para ello, la 

prueba inmunohistoquímica de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) es una técnica que permite 

cuantificar el grado de pérdida de células dopaminérgicas en cerebros post mortem de individuos 

diagnosticados de Parkinson. Diversos autores han indicado que la RT provoca una reducción 

moderada de las neuronas inmunorreactivas de TH en la SNpc (Betarbet et al., 2000; Sherer et al., 

2003; Bassani et al., 2014). La Figura 45 muestra los resultados de la intensidad de fluorescencia 

obtenidos para los diferentes grupos ensayados. En nuestros estudios la inmunorreactividad de TH 

en SNpc disminuyó en los animales tratados con RT (grupo G2). Esta reducción revirtió 

parcialmente en los grupos que recibieron NPs de PLGA cargadas con TC (grupo G4) o TC en 

* B 

0

40

80

120

160

G1 G 2 G 3 G 4 G5

S
eñ

a
l 

d
e 

fl
u

o
re

sc
en

c
ia

  
(G

F
A

P
)

(%
 r

es
p
ec

to
 a

l 
g
ru

p
o

 c
o

n
tr

o
l,
 G

1
) 

 
*

* 
* 

** 

* 

 *p>0,05 vs G2  

** p<0,05 vs G1  



160  

solución (grupo G5), pero no se obtuvo ningún beneficio cuando el fármaco se administraron MPs 

de PLGA cargadas con TC (grupo G3).  

 

 

 

Figura 45.  Resultados obtenidos en los estudios de inmunorreactividad a la tiroxina 

hodroxilasa en la sustancia nigra de todos grupos de animales (G1-G5).  G1: grupo control; 

G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con rotenona y: G3 tratados con 

MPs en cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 días, G4 tratados con NPs en 

cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 días y G5 tratados con TC en solución (3 

mg/Kg/día) durante 43 días. TC (tolcapona), MPs (micropartículas) y NPs (nanopartículas). 
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VIII. CONCLUSIONES  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



162  

  



 
 

163 
 

1. El método de extracción-evaporación del solvente empleado para la preparación de las 

micropartículas de tolcapona, en una proporción TC:PLGA 1,2:4 (formulación MP-TC4) 

resultó ser el más adecuado para encapsular el principio activo. 

 

2. El método de nanoprecipitación empleado para la preparación de las nanopartículas de 

tolcapona, en una proporción TC:PLGA 1:5 (formulación NP-TC3) resultó ser el más 

adecuado para encapsular el principio activo, obteniéndose un tamaño medio de partícula 

de 182,59 nm, que es adecuado para atravesar la barrera hematoencefálica.  

 

3. La incubación de la línea celular de neuroblastoma humano SKN-AS con concentraciones 

crecientes de H2O2, como neurotoxina, conduce a muerte celular significativa, 

seleccionándose una concentración de 900 µM para realizar los ensayos de 

neuroprotección.  

 

4. La incubación de las células SKN-AS con H2O2 y concentraciones crecientes de tolcapona 

muestra una recuperación de la viabilidad celular que, a las concentraciones más elevadas 

ensayadas (80 y 100 µM) es similar a la de las células control. Estos resultados confirman 

el robusto efecto neuroprotector de la tolcapona en la línea celular de neuroblastoma 

humano SKN-AS. 

 

5. Las formulaciones de micro y nanopartículas seleccionadas (MP-TC4 y NP-TC3) han sido 

evaluadas en un modelo animal de Parkinson, desarrollado mediante la administración de 

la neurotoxina rotenona a ratas Wistar, a una dosis de 2 mg/kg durante 43 días por vía 

intraperitoneal. Los resultados obtenidos en los ensayos histológicos e 

inmunohistoquímicos (tinción de Nissl, proteína ácida fibrilar glial, y tirosina hidroxilasa), 

y en las pruebas de comportamiento (catalepsia, aquinesia y natación), han demostrado que 

la formulación que presenta una mayor capacidad para revertir la sintomatología 

corresponde a las nanopartículas de tolcapona (formulación NP-TC3).  

 

6. Los resultados obtenidos en las pruebas de comportamiento y en los análisis 

inmunohistoquímicos realizados en un modelo animal de Parkinson, demuestran la eficacia 

de la formulación de nanopartículas desarrollada para tolcapona y su interés potencial en 

el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. 
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