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Introduccidn

1- ENFERMEDAD DE PARKINSON:

El aumento en la esperanza de vida media experimentado en el mundo
occidental desde la segunda mitad del siglo pasado, ha puesto en evidencia la existencia de
una serie de enfermedades “asociadas al envejecimiento” poco conocidas hasta entonces y
cuya incidencia es cada vez mas frecuente. Son las llamadas enfermedades degenerativas, en
las que un proceso patoldgico, de etiologia diversa y a veces poco conocida, provoca la
pérdida progresiva de ciertas funciones vitales para el paciente, haciendo disminuir
drasticamente su calidad de vida. El tratamiento actual de estas patologias se centra en
paliar sus sintomas. Es, por tanto, de vital importancia dedicar el esfuerzo y los medios
necesarios para investigar cudles son las causas primarias que originan estas alteraciones.

1.1 Historia de la Enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por
primera vez por James Parkinson (Figura 1) en 1817, en su
“Tratado sobre la pardlisis agitante” denomindndola “shaking
palsy” (“paralisis agitante”) aunque ya en el siglo |, el fisico
griego Galeno distinguid en sus escritos el temblor en reposo
producido durante el movimiento.

Fue en 1919 cuando Tretiakoff descubre la parte del

cerebro implicada en la enfermedad, localizandola en la sustancia
negra (SN) (denominada asi porgue sus neuronas contienen
neuromelanina, un pigmento coloreado) situada en el  Figura 1.J. Parkinson
mesencéfalo, que va perdiendo pigmento conforme van (1755-1824)

muriendo sus neuronas, las cuales producen un

neurotransmisor: la dopamina (DA) (Kapp, 1992). En 1955, Arvid Carlson (Premio Nobel de
Medicina, 2000) demostré que el 80% de la DA del cerebro se encuentra en los ganglios
basales (CARLSON, 1955). En 1961, Oleh Hornykiewicz desentraiid la clave de Ia
enfermedad: una disminucién de la DA en el cuerpo estriado (ST) y putamen
(HORNYKIEWICZ, 1963). Finalmente, la implicacién de estas estructuras cerebrales en la
patogénesis de la EP ha conducido a un exhaustivo estudio de los ganglios basales en las
Ultimas décadas, llegando a la formulacién de un modelo de organizacién de los ganglios
basales universalmente aceptado, como resultado, a un mejor entendimiento de la
enfermedad (Alexander et al., 1986;Albin et al., 1989;Bergman et al., 1990).

1.2 Epidemiologia

En la actualidad, es el trastorno del movimiento mas frecuente, afectando a un 1-
2% de individuos cuya edad ronda los 65 afios (Hubo et al., 2006). Se trata de la segunda
enfermedad neurodegenerativa mas frecuente después de la Enfermedad de Alzheimer.
La edad media de comienzo es de 55 afios y laincidencia aumenta significativamente con
la edad. En Espafia, unas 65.000 personas estdn diagnosticadas, aunque se estima que el
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numero total de afectados podria superar los 100.000 (datos obtenidos de la Federacién
Espafiola de Parkinson).

Hoy en dia, la incidencia estimada se sitla entre 16-19/100.000 habitantes afio. En
la mayoria de los estudios, el pico de incidencia se situa entre los 70-79 afios y la media de
edad de inicio de los sintomas entre 60-65 afios (Twelves et al., 2003). La prevalencia ajustada
por edad se incrementa sustancialmente con la edad, pasando de 60/100.000 habitantes
en el rango de 65 a 69 afios, a 350/100.000 habitantes entre los 85 y los 89 afios. Se estima
que el riesgo de padecer la enfermedad es de un 1,3% para las mujeres y 2% para los varones.
Ademds en estos la enfermedad progresa con mayor rapidez que en las mujeres.

Respecto a los factores involucrados en la variabilidad geografica, son igualmente
desconocidos, aunque se encuentra una incidencia mas alta de parkinsonismo en las
personas que residen en areas rurales (Brown et al., 2006), aunque también se ha relacionado
la EP con la exposicion a determinados productos industriales o a metales (cobre, plomo,
hierro, mercurio, aluminio, etc.). Las cifras de prevalencia mas bajas son para China, Japdén
y Africa (Zhang & Roman, 1993). En Europa, la prevalencia es similar en cada uno de los paises.

1.3 Sintomatologia y formas de la EP

Los sintomas clinicos aparecen como consecuencia de una pérdida progresivay
selectiva de las neuronas dopaminérgicas en el sistema nervioso central. La pérdida neuronal
parece tener lugar por apoptosis, aunque también se han descrito otros procesos
implicados como inflamaciéon (Olanow, 2007). Se cree que el proceso patoldgico se produce de
forma ascendente e implica al sistema limbico, al visceromotor y al somatomotor.

Desde el punto de vista clinico, la enfermedad de Parkinson se caracteriza por: 1) rigidez
de la musculatura o aumento del tono muscular, en areas extensas del cuerpo o en areas
aisladas acompafiada de trastornos posturales, 2) temblor en reposo en las areas
comprometidas, en la mayoria pero no en todos los casos, con reduccion de la energia
muscular, en partes del cuerpo inactivas, incluso si estan apoyadas, y 3) una seria incapacidad
de iniciar el movimiento, denominada acinesia o bradiquinesia.

El principal marcador histopatolégico de la EP son los cuerpos de Lewy (CL),
inclusiones citoplasmaticas eosinofilicas esféricas, constituidas principalmente por
neurofilamentos y diversas proteinas, sobre todo a-sinucleina (a-SN) (Spillantini y colbs,
1997). Se localizan en neuronas monoaminérgicas de la sustancia negra y otros nucleos del
tronco, diencéfalo y prosencéfalo. A microscopio electrénico se muestran compuestas de un
nucleo denso, rodeado por un halo, que aparecen en las neuronas supervivientes de los
cerebros de pacientes con EP (Shults, 2006). El papel de los CL en la viabilidad neuronal se
encuentra sometido a un intenso debate. La principal caracteristica de la EP es la pérdida
selectiva de neuronas dopaminérgicas y la presencia de CL en las neuronas
supervivientes. Dicha asociacién lleva a la teoria de que la aparicién de inclusiones de
a-SN es téxica para las neuronas aunque existe controversia ya que también se trata un
fendmeno no maligno asociado con el envejecimiento (Jellinger, 2004;Parkkinen et al.,
2005b;Parkkinen et al., 2005a).
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Clinicamente, cualquier enfermedad que curse con una disminucién de DA en el
estriado, o con dano directo en esta zona, provoca el llamado sindrome parkinsoniano.
La EP es la causa mas frecuente de este sindrome, representando cerca del 80% de los casos
(Dauer & Przedborski, 2003). La enfermedad tiene dos formas basicas, la idiopatica y la
hereditaria:

1.3.1 Parkinson idiopatico.

El 90-95% de los casos de EP son considerados como esporadicos o idiopaticos
(Pramstaller et al., 2005) ya que no tienen una relacion genética aparente. Se cree que la
disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo juegan un papel fundamental en su
patogénesis (Drechsel & Patel, 2008;0nyango, 2008;Bueler, 2009). Existen dos evidencias
principales que implican la disfuncién mitocondrial y la EP. La primera es la disminucion de
la actividad del complejo | de la cadena de transporte de electrones en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra de pacientes con EP respecto a controles (Schapira et al.,
1990;Parker, Jr. et al., 2008). La segunda es, que el DNA mitocondrial de las neuronas
dopaminérgicas de pacientes con EP presenta una tasa de deleccion mayor, lo que podria
producir un déficit de las proteinas implicadas en la cadena de transporte.

El analisis de la sustancia negra de pacientes con EP muestra un incremento del
estrés oxidativo, reflejado en una elevacion de los niveles de hierro (Good et al., 1992), de
peroxidacion lipidica (Dexter et al., 1989) y de oxidacion de DNA y proteinas (Alam et al.,
1997b;Alam et al., 1997a), asi como una disminucion en los niveles de GSH (Dexter
(Dexter et al., 1994a;Dexter et al., 1994b). Ademas, las neuronas de la sustancia negra
estdn sometidas a un estrés oxidativo crénico (Jenner, 2003), debido a factores como la
elevada actividad aerdbica en el cerebro, la autooxidacion de la dopamina (Graham, 1978) y
los niveles de hierro incrementados (Drechsel & Patel, 2008).

Se ha visto que ciertos factores ambientales incrementan el riesgo de padecer EP. De
esta observacion ha surgido la “hipdtesis ambiental”, en la cual agentes quimicos
presentes en el ambiente, podrian dafiar de forma selectiva las neuronas dopaminérgicas,
contribuyendo asi al desarrollo de la enfermedad (Tanner & Langston, 1990). Existe una fuerte
asociaciéon entre la exposicién prolongada a pesticidas y el desarrollo de |la EP (Goetz et al.,
1988;Tanner et al.,, 1989;Tanner, 1989). La rotenona, un insecticida lipofilico, produce
inhibicién del complejo | de la cadena de transporte de electrones [46] y despolimerizacion de
microtubulos (Ren & Feng, 2007). Otra molécula que tiene el mismo mecanismo de accion
y que esta ampliamente demostrado que produce EP, es MPP+ (metabolito activo de
MPTP) (Langston & Ballard, Jr., 1983;Richardson et al., 2007). Dieldrina y Maneb son otros
dos pesticidas que inhiben de forma selectiva el complejo Il de la cadena de transporte
de electrones (Bergen, 1971). Se ha visto que la concentracidn de Dieldrina en el cerebro de
pacientes con EP es mayor que en el de controles (Corrigan et al., 2000) y que la exposicion
cronica a Maneb provoca sindrome parkinsoniano crénico (Costello et al., 2009). La
exposicidn crénica a Paraquat, un herbicida, también incrementa el riesgo de padecer EP
(Costello et al., 2009), ejerciendo toxicidad mediante la produccion de ROS (Richardson
(Richardson et al., 2005;Bus & Gibson, 1984)
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1.3.2 - Parkinson hereditario.

Entre un 5-10% de los casos con los sintomas clinicos de EP tienen un historial
familiar positivo y compatible con herencia mendeliana (autosémico dominante o
autosdmico recesivo). Hasta la fecha, se han descrito seis formas monogénicas de la
enfermedad (Lesage & Brice, 2009). En resumen, los genes asociados con las formas
hereditarias de la EP descritos hasta la fecha estdn involucrados en la supervivencia
celular mediante procesos de fosforilacidn, control del plegamiento de proteinas,
agregacion y mantenimiento de la integridad mitocondrial.

Los genes que confieren susceptibilidad o que son causa directa de la EP se les agrupa
como genes PARK (PARK1-PARK 10), que codifican a una proteina diferente. El PARK1 es el gen
que codifica la proteina denominada a-sinucleina. Estudios post-mortem muestran la
presencia de la proteina en los CL, preferentemente en su zona interna. Existen datos que
parecen indicar que la a-sinucleina puede regular el pool de DA intracelular bien a través de la
regulacién de la tirosina hidroxilasa (TH) o bien a través de la expresion del transportador de la
captacién de DA (DAT) (Fahn & Sulzer, 2004). EI PARK5, que codifica la proteina UCH-L1,
gue también se desarrollan CL (Gasser, 2005). El gen del locus PARK7, ademds conocido
como DJ-1 codifica para una proteina de la superfamilia de receptores nucleares, la NURR, es
esencial para la adquisicién y mantenimiento del caracter dopaminérgico de la neurona.
(Vila & Przedborski, 2004). El gen PARKS codifica para la proteina LRRK2 o dardarina implicada
en los procesos de ensamblaje de las neurofibrillas (Whaley et al., 2006). Otros genes que
confieren  susceptibilidad estdn relacionados con enzimas del metabolismo vy
destoxificacion de farmacos, pesticidas y en general xenobidticos, asi como factores que
afectan el nivel redox de la célula y el funcionamiento mitocondrial.

1.4 Ganglios basales y enfermedad de Parkinson:

1.4.1 Fisiologia y Bioquimica de los ganglios basales

Los ganglios basales, junto con el cerebelo, constituyen el mds importante bucle
subcortical del sistema motor actuando a modo de centro de procesamiento de la informacion
necesario para la planificacion y activacion de los movimientos y de la regulacion de los
ajustes posturales requeridos en relacion a estos movimientos. La diferencia entre ambos
estriba en que, si bien el cerebelo regula directamente la ejecuciéon del movimiento, los
ganglios basales estdn implicados en aspectos cognitivos y de orden superior del control
motor. Ademas, debido a las extensas conexiones de la corteza asociativa y estructuras
limbicas, los ganglios basales participan en aspectos no relacionados con el movimiento, como
las funciones afectiva y cognitiva.

En este circuito motor o via cértico-estriatal, la sefial proveniente de la corteza cerebral
se dirige a la porcion motora del estriado (ST, concretamente al putamen) que constituye el
‘nucleo de entrada’ en forma de una via topograficamente organizada. Se trata de fibras
excitatorias que alcanzan el ST estableciéndose de este modo sinapsis glutamatérgicas
excitadoras con los receptores ionotrépicos del glutamato (acido ropidnico alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA) y N-metil D-aspartato (NMDA).
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La gran mayoria de las neuronas del ST (90-95%) son las denominadas neuronas
espinosas de proyeccion de tamafio medio. Para estas neuronas se distinguen dos
subpoblaciones con, aproximadamente, igual nimero de células que alcanzan la SN a través
de vias diferentes (Graybiel, 1990). Se distingue, por un lado, la que proyecta
directamente a la sustancia negra pars reticulata (SNr) (en menor medida a la sustancia negra
compacta, SNc) y al segmento interno del globo palido, GPi (via estriadonigral), y por otro, la
gue alcanza a la SNr mediante conexiones polisinapticas (via estriadopalidal), proyectando
primero al segmento externo del globo palido, el cual proyecta por una parte a la SN y, por
otra, a los nucleos subtaldmicos. Todas estas conexiones son inhibidoras, utilizando
GABA como neurotransmisor. Los nucleos subtaldmicos, por su parte, envian aferencias
excitadoras glutamatérgicas a la SNr. En cada uno de los circuitos se distinguen pues dos vias
(Figura 2):

1- una via directa (estriadonigral) GABAérgica, que también contiene
dinorfina y sustancia P, que expresa receptores dopaminérgicos D1,
proyecta directamente del putamen a las neuronas del GPi y la SNr sobre las
cuales ejerce un efecto inhibidor.

2- una via indirecta (estriadopalidal). Se trata también de proyecciones
GABAégicas inhibidoras al STN; de éste ultimo se originan fibras glutamatérgicas
excitadoras al GPiy a la SNr. Las fibras de la via indirecta, por tanto,
producen inhibicién del GPe, desinhibicidon del STN y excitacidén del y SNr.

Corteza
Glu(+)

Talamo Ganglios basales Via directa

Viaindirecta

Figura 2. Circuito de los ganglios basales: via directa e indirecta.
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A nivel del estriado, la dopamina (DA) liberada por la SNc aparece como facilitadora de
la transmision sobre la via directa e inhibidora de la indirecta, y este efecto aparentemente
opuesto esta mediado por los receptores dopaminérgicos D; y D, que estdn situados en
diferentes poblaciones neuronales del estriado (Gerfen et al., 1995). Los receptores D;
(excitadores) fueron localizados en las neuronas del estriado que son el origen de la via directa
y los receptores D, (con efecto inhibidor sobre la adenilato ciclasa) en las neuronas que son
origen de la via indirecta (Bertorello & Aperia, 1990;Ariano et al., 1992). De esta manera el
equilibrio de la influencia ejercida por estas dos vias sobre el complejo funcional GPi-SNr
depende en gran medida de la acciéon de la dopamina sobre los receptores D, y D, (Parent
(Parent et al., 1999;0beso et al., 2000).

Tanto la via directa como la indirecta proyectan desde el complejo GPi-SNr hacia los
nucleos taldmicos mediodorsal y ventromedial (los cuales proyectan a la corteza frontal) e
intralaminar (el cual proyecta al estriado), el coliculo superior y el nucleo pedinculo-
pontino. Estas neuronas son ténicamente activas y produciran, por tanto, la inhibicion
de las células talamicas que devuelven la proyeccion a las zonas de la corteza implicadas en el
control motor (Escobar A, 2003). El movimiento, a nivel de los ganglios basales, se origina
cuando las neuronas talamicas son liberadas de esta inhibicidon ténica con la consiguiente
actividad motora de la corteza.

1.4.2 Fisiopatologia de los ganglios basales en EP

En la enfermedad de Parkinson (EP) se produce una severa patologia de los
ganglios basales, con especial predileccion por la zona ventrolateral de la SNc (Tretiakoff C.,
1919). La aparicidn de ciertos rasgos clinicos, como la ataxia, reflejan degeneracién en otras
areas cerebrales. Estas regiones incluyen al nucleo periamigdaloide, al locus ceruleus, al
nucleo motor del vago dorsal, a la sustancia innominada, a los nucleos del rafe y al hipotdlamo.
El sindrome es normalmente asimétrico con patologia de los ganglios basales en el hemisferio
contralateral.

El término substantia nigra deriva de la presencia del pigmento negro neuromelanina,
contenido en las neuronas de la parte compacta. La neuromelanina es un polimero de
dihidroxifenilalanina (DOPA), precursor de la dopamina. Como se ha descrito en la enfermedad
de Parkinson, las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo se encuentran afectadas, por lo
gue se reduce notablemente la dopamina estriatal. Oleh Hornykiewicz descubrié que el
cerebro de los pacientes de Parkinson tenia un déficit de dopamina en el cuerpo estriado, y
sobre todo en el putamen (Hornykiewicz, 1963). En la parte compacta de la sustancia
negra de estos enfermos no se encuentra presente la neuromelanina. También se encuentran
afectadas las neuronas dopaminérgicas de otras partes del sistema nervioso central (SNC). Sin
embargo, es la pérdida de dopamina en los ganglios basales la que al parecer produce
los signos neuroldgicos mas debilitantes.

Por tanto, la caracteristica neuropatoldgica fundamental en la EP es el “blanqueo” de la
franja de la SN, normalmente gris o negra, debido a la pérdida de las neuronas
dopaminérgicas melanizadas. En los casos avanzados de la enfermedad hay un descenso de
las neuronas pigmentadas dopaminérgicas en la SNc de hasta un 70% (descenso de
pigmentacidon apreciable facilmente mediante microscopia electrénica). Puesto que la
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enfermedad muestra una especial predileccién por la zona ventrolateral de la SNc es en
este tipo de células donde comienza la lesién para progresar después a la zona dorsal de esta
estructura. Se requiere la muerte de al menos el 60-70% de las neuronas de la SN para la
manifestaciéon de los sintomas clinicos, lo cual demuestra la alta plasticidad del sistema
dopaminérgico nigroestriado.

Aungue inicialmente la pérdida neuronal se localiza en la SN, posteriormente y a
medida que la enfermedad progresa, la patologia se extiende a otras dreas de los ganglios
basales y el tronco cerebral. Sin embargo, otros autores (Braak et al., 1996) han sugerido
gue la neurodegeneracion comienza en la corteza entorrinal, de manera que la cascada de
muerte celular se inicia en esta area y continta con la degeneracién de la SN. La velocidad de
degeneracion en la corteza entorrinal en este caso deberia ser mas lenta que la de la SN.

Consecuentemente y teniendo en cuenta los importantes cambios patoldgicos que
ocurren en la SN, ésta parece ser la primera regidon cerebral atacada por este proceso
destructivo con las consecuentes alteraciones en el circuito motor.

La pérdida de dopamina produce una enorme desinhibicién de las neuronas
de cuerpo estriado que expresan los receptores D2 de dopamina en la via indirecta que, a su
vez, produce un aumento de la inhibicién en el GPe y desinhibicién del SNT ; la
hiperactividad en las neuronas glutamatérgicas del STN producen incremento excitador
sobre las neuronas del GPi y SNr, lo cual inhibe exageradamente los nucleos motores del
talamo, provocando el desequilibrio caracteristico de la EP (Alexander et al., 1990;0beso
et al., 2000) (Figura 3).

Tronco
Médula

Corteza

Glu(+)

Glu(+)

Ganglios basales

Figura 3. Modificaciones del circuito motor en la EP.
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1.5 Etiologia de la enfermedad de Parkinson.

La causa o causas de las actividades motoras anormales en la EP son casi desconocidas
aunque, como ya se ha comentado, estdn muy relacionadas con la pérdida de liberacion de
dopamina en el nlcleo caudado y putamen por las terminaciones nerviosas de la via
nigroestriada. La destruccion de la SN hace que las terminales dopaminérgicas degeneren y
gue ya no esté presente la DA normalmente liberada en el nicleo caudado y putamen. Pero
aun existe un gran numero de neuronas que liberan Ach, y éstas transmiten sefales
excitadoras en estos nucleos. En ausencia de la liberacién de DA, las vias colinérgicas se tornan
excesivamente activas, lo que justificaria muchos de los sintomas motores de la EP.

Existen diversas teorias que tratan de dilucidar los mecanismos implicados en la
degeneracion del sistema dopaminérgico (Tomas-Camardiel et al.,, 2004), aunque lo mas
probable es que sea una combinacidn de varias de ellas lo que propicie el inicio de la
enfermedad.

1.5.1 Estrés oxidativo en la EP

La mds importante de las teorias de neurodegeneracion se refiere al estrés oxidativo
como causa del dafio a las neuronas de la SN. Este estrés oxidativo podria estar originado por
un incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o por deficiencia en los
mecanismos antioxidantes conduciendo al dafio celular (Mastaloudis et al., 2001;Davies,
1995). Estd especialmente implicado en las alteraciones de las funciones mitocondriales y
es el vehiculo principal del dafio ocasionado en los procesos excitotdxicos.

En las ultimas décadas se ha considerado a los radicales libres como una posible causa
en la génesis de la EP y a la mitocondria como organulo fuente y diana de los mismos. El
deterioro en la actividad mitocondrial contribuye a la generacién de radicales libres, pero los
radicales procedentes de otra fuente cercana, como el catabolismo de la propia dopamina,
también causan dafios en los complejos de la cadena de transporte electronico (CTE),
mas susceptibles al estrés oxidativo, generdndose aun mds especies reactivas de oxigeno
(ROS) y de nitrogeno (RNS) (Fariello, 1988).

Segun la revisién de Miquel (1998), "Es sorprendente que los radicales libres derivados
del oxigeno, que son la base de la vida aerobia, puedan llevar también a procesos
degenerativos como el cancer y el envejecimiento".

Se define como radical libre a aquella especie quimica (d&tomo o molécula) capaz de
existir independientemente, y que contiene uno o mas electrones desapareados. Los radicales
libres son especies dotadas de elevada capacidad de reaccidn, y por tanto, capaces de
intervenir en numerosas reacciones quimicas, alterando el funcionamiento de sistemas tanto
bioldgicos como no bioldgicos (Pryor W., 1976). La produccion de radicales libres en las
neuronas se considera que es aln mas elevada debido a su alto consumo de oxigeno; el
cerebro utiliza el 20% del oxigeno basal a pesar de constituir solamente el 2-3% de la masa
corporal total.
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Los radicales libres pueden ser de distintos tipos, segun los atomos integrantes, pero
debemos destacar por su importancia en los sistemas biolégicos a los radicales libres derivados
del oxigeno, ROS, asi como a los radicales libres derivados del nitrégeno, especies reactivas de
nitrogeno (RNS) (Saran & Bors, 1990;Halliwell, 1997).

BLANCO
RADICAL NOMBRE VIDA MEDIA BIOLOGICO
TiPICO
0, Superoxido 107 s Enzimas
H-0- Perdxido de Estable PUFA®*#
hidrogeno™®
HO Radical hidroxil 107 s Todas las moléculas
R R-ilo 107 s Oxigeno
RO R-oxilo (alcoxilo) 10°s PUFA
ROO, R-dioxilo (peroxilo) s PUFA
ROOH Hidroperoxido PUFA
'0, Singlete de oxigeno 10" s H'O
HOCL Acido hipocloroso Estable Varios
NOY Radical de oxido -1s Varios
nitrico

Tabla 1: Radicales libres, vida media y blanco bioldgico tipico de los radicales libres y especies
reactivas del oxigeno (modificado de Reiter. Front Neuroendocrinol 1995; 16:383-415).

1.5.1 a. Estrés oxidativo y mitocondria.

Actualmente, el estudio de los radicales libres de oxigeno y asociado el estrés oxidativo
es uno de los temas biomédicos de mayor interés tedrico y practico. Esto se debe a su relacidon
con la fisiopatologia de muchas enfermedades crénicas degenerativas como la EP.

Una de las mayores fuentes productoras de radicales libres es la mitocondria, debido a
gue mas del 95% del 0, es utilizado por ella para realizar la fosforilacion oxidativa, que se
encuentra acoplada a la cadena de transporte de electrones (CTE) (Figura 4.)

Una consecuencia directa de este proceso es que entre los nutrientes iniciales y
la generacion de energia al final del proceso, se forman varias moléculas con diferente grado
de oxidacion. Algunas de ellas pueden entregar 1 6 2 electrones al oxigeno y
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producir intermediarios parcialmente reducidos que son los radicales libres como el 0,7,
H,0, y OH® (Cadenas & Davies, 2000;Acuna-Castroviejo et al., 2001). Otras fuentes serian
los peroxisomas, leucocitos y xantina deshidrogenasa. Los radicales libres desempefian un
papel fisiologico clave en la homeostasis, como es el caso del NO° sintetizado por la
NOS; los radicales derivados de ROS intervienen en la respuesta del estrés oxidativo y
mantienen la homeostasis redox. Los radicales libres se clasifican segin el grupo funcional
presente en la molécula (Morrisey P.A. & O'brien N.M., 1998).

Frente a esta generacién de radicales libres, la mitocondria presenta sus propios
sistemas antioxidantes. En primer lugar, existe un leve desacoplamiento que previene un
excesivo incremento de la fuerza protédn motriz y, por tanto, formacién de 02°. La
mitocondria posee otros dos sistemas antioxidantes, como son la oxidaciéon del O," a oxigeno
por parte del citocromo c disuelto en el espacio intermembranal, y su dismutacién por parte
de la SOD, que convierte el 0, en H,0,, el cual se convertird finalmente en agua por
medio del ciclo del glutation (Skulachev, 1999).

El descubrimiento de que la mitocondria podria producir NO® (Bates et al.,
1995;Frandsen et al., 1996), ha llevado a la caracterizacion de dos isoformas de la NOS
mitocondrial (mtNOS) (Escames et al., 2006; Lépez et al., 2006). Este hecho, junto con los
efectos del NO® tanto en situaciones fisiolégicas como fisiopatoldgicas en la mitocondria,
han permitido considerar que la disfuncién mitocondrial en la EP puede deberse a una
induccién de la mtNOS y el consiguiente aumento de NO®. Esta induccidn ocurre tanto a nivel
de actividad como de expresiéon del enzima. EIl NO® es generado por la oxidacion del
grupo guanidino del aminodcido L-arginina catalizada por enzimas de la familia de NO’
sintasas (NOS), que utilizan oxigeno y nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido
(NADPH) como cosubstratos y generan L-citrulina como coproducto (Moncada et al., 1991)
(Ted M.Dawson, 2003) (Figura 4). La reaccion oxidativa implica 5 electrones y esta
estequiometria impar de la transferencia de electrones permite la generacion de un
radical libre (Koppenol & Traynham, 1996).

L-arginina + 2 NADPH + O, 2 L-citrulina + NO + 2 NADP*

I.ll
HaM. __NHy" .-I-)N_‘l_fN HM., @
4
|/'NH 1 aq NADPH ~ J 0.5 aq NADPH [-"NH NG
. . o Mitric Oxide
HaN"" ~COOH HoN"" "COOH HaN S COOH
L-Argining _'Jr"-H,'Crnxy-l ~arginine Citrullime
(NHA)
. .
Citrulina
» NADP+

Calmodulina/Ca*?, BH,, FMN, FAD

&  »

NO

12



Introduccidn

Figura 4. Reaccidn catalizada por las enzimas NOS.

Parte del NO® que llega a la mitocondria proviene del producido a partir de
varios isoenzimas de la NOS, principalmente de la NOS citosdlica neuronal (nNOS), NOS
citosdlica endotelial (eNOS) e iNOS, siendo esta dultima la que produce masivas
cantidades de NO® responsables de gran parte del dafio oxidativo en muchos
procesos incluyendo el envejecimiento mismo y enfermedades degenerativas. Pero la
mayoria del NO® presente en la mitocondria proviene de la mtNOS (Estornell et al.,
1993;Haynes et al., 2004), la cual presenta dos isoformas, una constitutiva, Ca2+-dependiente
(c-mtNOS), y otra inducible, Ca**-independiente (i-mtNOS) (Escames et al., 2003;Escames et
al., 2006;Lopez et al., 2006). Ademads, el aumento de la actividad mtNQOS,
fundamentalmente de su componente inducible, es responsable de un incremento de estrés
oxidativo, dafiando la CTE.

Durante la EP, tiene lugar una induccion del componente inducible de la NOS
como consecuencia de la reaccidn inflamatoria que se produce, con el consiguiente aumento
de NO’, que en exceso tiene efectos nocivos sobre la funcidon mitocondrial. Asi, se inhibe el
complejo |l de la CTE y se produce una disminucién en los niveles de ATP, alterando la
funcién mitocondrial y generando su muerte (por necrosis o apoptosis). Por otra parte,
también tiene lugar un incremento de la formacidn de radicales libres [(0,, H,0, y
peroxinitritos (ONOQ7)]; se estima que las mitocondrias constituyen la principal fuente
subcelular de ROS (Carreras (Carreras et al., 2004;Balaban et al., 2005;Chinopoulos & Adam-
Vizi, 2006)

La SOD convierte el 0," en H,0, mediante la reaccidn de Fenton; este Ultimo en
presencia de Fe** produce OH®, reaccién que es activada por Fe** y Cu* (Ebadi et al., 1996).

De todos los radicales libres, el OH® resulta el méas dafiino, dado que su presencia,
aunque sea solamente por una fraccion de segundo, es capaz de destruir enzimas
proteoliticos, de provocar la ruptura de polisacdridos y de causar peroxidacién lipidica de la
membrana (LPO), alterando su permeabilidad y las funciones asociadas (Halliwell &
Gutteridge, 1984;Gotz et al., 1990).

Otro aspecto clave en la formacion de ROS es el mantenimiento de la fuerza
protén-motriz, ya que si es demasiado alta pueden ‘escaparse’ electrones del complejo Il
generando ROS, y si es demasiado baja se reducen los niveles de ATP y el pool de NADPH pasa
a estado oxidado (Nicholls & Budd, 2000).

Las especies reactivas de nitrégeno (RNS) engloban principalmente al NO" y el producto
de su reaccién con el O,”", ONOOQO", que presentan un alto poder oxidante y son enormemente
citotdxicos ya que inhiben irreversiblemente todos los complejos de la CTE, incluyendo la ATP
sintasa, pudiendo ocasionar dafio directo a las proteinas y al acido desoxirribonucleico (DNA).

También constituyen un potente inductor de la LPO que puede llegar a destruir a las
neuronas, las cuales son especialmente sensibles a este proceso (Mattson, 1998). El NO°
compite con el oxigeno por su sitio de unién al complejo 1V, es decir, a la forma reducida del
centro binuclear citocromo a® (Fe?*)-CuB (Cu®). Por tanto, el NO' es un inhibidor de la
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citocromo oxidasa; esta inhibicion es reversible y se ha sugerido que puede darse por
dos reacciones diferentes (Brown, 2001;Brookes et al., 2002)

En conjunto, todas estas especies reactivas que pueden formarse en la mitocondria van
a actuar danando proteinas, el mtDNA y oxidando lipidos, provocando en ultimo caso la
disfuncién mitocondrial, mitopoptosis y apoptosis (Turrens, 2003).

1.5.2. Defectos mitocondriales

De los estudios epidemioldgicos se ha deducido que la mitocondria estd en el epicentro
de la compleja ruta fisiopatogénica de la EP. La primera vez que se plantea su implicacién en la
génesis de la enfermedad fue en 1989, cuando el defecto en la actividad del Complejo | fue
identificado en la substantia nigra de pacientes con EP (Schapira et al., 1990). En la EP, se ha
observado que aproximadamente tiene lugar una disminucién del 40% en la actividad del
complejo | de la CTE en la SNpc, lo cual contribuye a la degeneracién celular al disminuir la
sintesis de ATP y por tanto, a un defecto en la bioenergética (Greenamyre et al., 2001;Tretter
et al.,, 2004). Se ha sugerido la posibilidad de que mutaciones en el acido
desoxirribonucleico mitocondrial (mtDNA) puedan ser el origen del dafio en el complejo
I, siendo el estrés oxidativo el causante de los defectos en el mtDNA (Sherer et al., 2002) y la
MAQO la fuente de radicales libres a este nivel.

La mitocondria es la principal fuente de energia de la célula. En ella tiene lugar la
fosforilacién oxidativa y el 90-95% de la sintesis de ATP de la célula (Acufia-Castroviejo et al.,
2001; Ledén et al, 2004), por tanto, defectos mitocondriales pueden estar implicados en la
patogénesis de la EP (Beal, 2003) pudiendo ser una de las causas primarias de la enfermedad y
un factor importante en su desarrollo. Cualquier alteracion en la capacidad de Ia
mitocondria para producir dicha energia puede tener consecuencias fatales; pero no sélo
debido a la falta primaria de ATP, sino también al desequilibrio indirecto que se ocasionaria en
las funciones derivadas, como la produccién de ROS, el mantenimiento del organulo, la
regulacion de la apoptosis y la homeostasis celular del Ca®" vy la glucosa (Duchen, 1999;Leon et
al., 2004;Leon et al., 2005). La disfuncion de la respiracion mitocondrial en la EP (Dabbeni-Sala
et al., 2001) afecta a todos los niveles del control motor: movimientos reflejos (rigidez),
automaticos hipocinesia, temblor) y voluntarios (bradiquinesia).

Los complejos | y Il de la cadena de transporte electréonico reciben electrones de la
oxidacion del NADH vy del succinato, respectivamente, y los donan a la coenzima Q
(CoQ), transportador electrénico lipidico. EI CoQ reduce a su vez al citocromo c,
transportador electrénico que puede desplazarse por el interior de la membrana interna.
Por ultimo, el complejo IV acopla la oxidacidn del citocromo c con la reduccién del 02 a
agua. Las reacciones de los complejos |, lll y IV proporcionan energia para bombear protones a
través de la membrana interna, originando un gradiente protdnico en la membrana interna
asociado a una diferencia de potencial (AWm~ 0.15 V). Los protones vuelven a entrar en
la membrana a través de un canal especifico en el complejo V. La energia liberada por
este proceso impulsa la sintesis endergdnica de ATP a partir de ADP y fdsforo inorganico
(Figura 5).
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Figura 5. Esquema de la CTE acoplada a la fosforilacion oxidativa.

El origen del dafio en el complejo | ain no se conoce con certeza. Se ha sugerido la
posibilidad de mutaciones en mtDNA como responsables de tal defecto (Swerdlow et al.,
1996;Gu et al., 1998). A su vez, se sefiala al estrés oxidativo como causante de los dafios en el
MtDNA (Sherer et al., 2002). La proximidad de la MAO (ubicada en la membrana
mitocondrial) apoya esta hipédtesis, ya que puede actuar como fuente de radicales libres a
este nivel. Por otra parte también se ha propuesto que la exposicion a agentes
ambientales téxicos (como el caso del MPTP, el paraquat o la rotenona) es la causa |la
inhibicién de este complejo (Schapira, 1998;Le Couteur et al., 1999).

La inhibicion de cada complejo respiratorio produce un bloqueo en la transferencia
de electrones a través de la CTE, de modo que el bombeo de protones asociado al
funcionamiento de la cadena cesa parcial o totalmente. Esto se traduce en un descenso en
la actividad del complejo V y en unareduccidon en la produccién de ATP. El complejo |
es el que mayor control ejerce sobre la respiracion mitocondrial (Nicholls & Budd, 2000) y su
inhibicién hace que tenga lugar un escape masivo de electrones hacia el complejo I,
que genera de 5 a 7 veces mas radicales libres que cuando los electrones pasan por el
complejo | (Dykens, 1994). La inhibicion del complejo | permite que el complejo lll se pueda
reducir, y, por tanto, continle el flujo electrénico hasta la oxidasa terminal de la cadena.
No obstante, este flujo estd mermado ya que los electrones no han podido ser
canalizados bajo el primer controlador de la cadena y el poder reductor disponible procede
s6lo del FADH,, que va directamente al complejo Il. Esto hace que el complejo | sea mas
vulnerable que el resto de complejos de la CTE al estrés oxidativo y que, al mismo tiempo,
actie como fuente de ROS. La lenta y crénica deficiencia del complejo | conlleva una
acumulacién de a-sinucleina la cual conduce a una disfuncion del proteosoma y contribuye a la
muerte celular.
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El mecanismo por el cual la disfuncién en el complejo | conduce a una selectiva
neurodegeneracién en la EP estd adn por dilucidar. No obstante queda claro que la
reduccién en la actividad del complejo | predispone a la excitotoxicidad y al dafio oxidativo,
ambos implicados en la etiopatogénesis de la EP.

1.5.3 Catabolismo de la dopamina e interaccidon con el hierro.

1.5.3.a Acumulacion de hierro en la SN.

Numerosos estudios indican que en la EP existe un funcionamiento anormal en el
transporte y almacenamiento de hierro. En las neuronas dopaminérgicas de la SNpc la
oxidacion del Fe®* (férrico) a el Fe®* (ferroso) conduce a un aumento del estrés oxidativo.
La SNpc contiene un mecanismo adicional para el almacenamiento de hierro: Ia
neuromelanina. Al estudiar la expresidn de transferrina y lactoferrina en la EP, se observd un
aumento en la lactoferrina mientras que en el caso de la transferrina disminuia. Este
incremento de lactoferrina podria ser la responsable de la excesiva acumulacion de
hierro en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Por otro lado, se lleva a cabo una unién del
hierro a la a-sinucleina, de manera que el hierro incrementa enormemente la agregacion de a-
sinucleina (Wolozin & Golts, 2002).

1.5.3.b Catabolismo de la dopamina.

Las neuronas dopaminérgicas son particularmente sensibles al estrés oxidativo debido al
elevado y permanentemente nivel de radicales libres que se generan (Tieu et al.,
2003;Przedborski et al., 2004;Przedborski & Ischiropoulos, 2005). La DA puede ser degradada
enzimaticamente o no enzimaticamente. Tanto en la sintesis de DA por medio de la TH como
en su metabolismo enzimatico normal, via MAO, se genera perdxido de hidrégeno (H,0,).
Una vez sintetizada, la DA es captada por un sistema independiente de energia y almacenada
en vesiculas en forma de complejos proteinicos.

Por otra parte, la autooxidacion no enzimatica de la DA produce neuromelanina
(Fedorow et al., 2005), proteina con papel citoprotector capaz de secuestrar iones
metalicos, fundamentalmente hierro. Un exceso de H,0, oxida al hierro, formando
radicales hidroxilo (OH") a través de la reaccién de Fenton. Curiosamente, la mayoria de las
neuronas de la SNpc afectadas en la EP son aquellas que contienen neuromelanina (Hirsch et
al., 1988).

Al presentar un grupo catecol inestable, la DA también puede sufrir oxidacién
espontdnea originando radicales anién superdxido (02°) y semiquinonas (SQ°), que
reaccionan a su vez con mds moléculas de DA generando un elevado numero de ROS. Hay
qgue remarcar que la pérdida neuronal es preponderante a nivel de la regién lateral y ventral
de la SNpc; este patrén relativamente selectivo es diferente al observado durante el
envejecimiento, donde se aprecia una pérdida preferente de la poblacién de neuronas
situadas en la zona medial. También habria que tener en cuenta que tiene lugar un descenso
importante de células en SNc que sintetizan glutation peroxidasa, lo que conlleva a un defecto
en la capacidad de destoxificacion basal (Damier et al., 1993).
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En cerebros de pacientes de EP se ha encontrado un descenso en los niveles de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) y un aumento de los niveles de compuestos que reaccionan
con acido tiobarbiturico, indicadores de peroxidacidon lipidica y la presencia de 8-hidroxi-
2-deoxiguanosina, un marcador de dafio oxidativo al DNA (Dexter et al., 1989;Sanchez-
Ramos J.R. et al., 1994).

uptake
_release  , DA DA DA
auto-oxidation 6-ONDA and oth Yo 1/40- B
DA catalysed by Fe toxic end;‘;Od“Cte: DA ( $ ) > DOPAC

( A ) OH* <Fenton’s reaction * )/

| ' diffusion

(t)Fezt ()RS
Glia
GSHPx
GSSG |
H,0O

Complex ()

Dopaminergic Neuron Mitochondria

Substantia Nigra

Figura 6. Vulnerabilidad de la SNpc al estrés oxidativo. Las flechas indican el incremento
o disminucidn de los componentes cuyos niveles se alteran en la EP.

1.5.4 Excitotoxicidad.

La excitotoxicidad se podria definir como el proceso en el que hay una activacién
excesiva de los receptores de glutamato. El glutamato es el principal neurotransmisor
excitatorio y su interaccidn con receptores especificos de la membrana es la responsable de
algunas funciones neuroldgicas: cognicidn, memoria y sensacidén. La excitotoxicidad del
glutamato fue descrita por primera vez en los afios 70 (Olney et al., 1971).

Uno de los efectos de la formacién ROS en las células es la liberacién de glutamato,
un neurotransmisor excitatorio que da lugar a la denominada ‘neurotoxicidad glutamatérgica’
y que se debe a la unidon del glutamato a su receptor NMDA (Atlante et al., 2001). Existen dos
tipos de receptores glutamatérgicos: receptores ionotrépicos (NMDA y no-NMDA) vy los
receptores metabotrdpicos. En la EP tiene lugar un excesiva activacion de los receptores
NMDA debido a la exposicion del glutamato, induciendo asi un incremento en la concentracion
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de calcio (Ca*)

intracelular que una vez que pasa al interior de la mitocondria,
constituye el llamado complejo calcio-calmodulina (Ca®**-CaM). Consecuentemente, se
produce una activacion de los enzimas Ca**-dependientes, entre ellos la éxido nitrico
sintasa (NOS) generandose oxido nitrico (NO®) en elevadas concentraciones. Este NO°
puede difundir a la célula presindptica, donde aumenta la liberacidon de glutamato GMPc-
dependiente, cerrandose el ciclo y generando excitabilidad neuronal. Se ha sugerido que el
descenso de los niveles de Ca®* mitocondrial, seguido de un importante incremento en la
concentracién de Ca®' citosdlico, representa una etapa anterior hacia la excitotoxicidad y
la muerte celular (Plaitakis & Shashidharan, 2000;Escames et al., 2004). Por tanto, esta
neurotoxicidad mediada por el Ca** se basa en dos mecanismos: en la produccién excesiva de
NO® y en una disfuncién mitocondrial. La SN es el blanco de la entradas glutamatérgicas
desde el cortex y el NST. De esta manera se acentla el daifo sobre las neuronas
dopaminérgicas, ya existente per sé.

Por otra parte, el glutamato por si solo es capaz de inhibir la recaptacién de la cisteina,
molécula precursora de la sintesis intracelular de glutation, lo que provoca un descenso de las
defensas de la neurona y un aumento en los niveles de radicales libres (Tan et al., 1998).

Ademas, el estrés oxidativo puede activar la poli ADP-ribosa sintetasa (PARS), enzima
nuclear que interviene en los procesos de reparaciéon del DNA (Gaal J.C. et al., 1987). Este
enzima se activa cuando se dafia la molécula de DNA y afiade unidades de ADP-ribosa a
proteinas nucleares tales como las histonas con el fin de facilitar el acceso de las enzimas
encargadas de reparar el DNA dafiado.

1.5.5 Procesos inflamatorios:

Las células gliales, y fundamentalmente la microglia, son las principales encargadas
de llevar a cabo los procesos inflamatorios en el cerebro (Benveniste et al., 2001). Estas
células al activarse son capaces de liberar al medio citoquinas, quimioquinas o factores
de crecimiento, que pueden ser beneficiosos, o bien ocasionar efectos daninos (Benveniste et
al., 2004).

Desde 1988, cuando McGeer mostré la presencia de marcadores de inflamacién en el
sistema nervioso central de pacientes con EP, se postuld la implicacién de los eventos
inflamatorios en la patogénesis de esta enfermedad neurodegenerativa. Las células de la
microglia en la SNc en degeneracion (McGeer et al., 1988) producen NO y citoquinas, como el
TNF-a. Ademas la expresion de iNOS esta elevada en cerebros de pacientes de EP (Hunot et al.,
1996). Todo esto conduce a un aumento de los niveles de NO" y a la generacién del radical
peroxinitrito (ONOO’). Finalmente, el aumento de los niveles de ROS puede inducir una
excitotoxicidad secundaria, aumentando los niveles de calcio libre intracelular, que activan a la
NOS y aumentan los niveles de NO® intracelulares

Se han descrito diferentes marcadores inflamatorios en cerebros parkinsonianos (Hunot
& Hirsch, 2003): (a) En estudios postmortem se han encontrado importantes proliferaciones
de macréfagos ameboides y microglia reactivos en la SN de pacientes con EP (McGeer et al.,
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1988;Hirsch et al., 1988); (b) también aparecen en la SN de este tipo de pacientes células
gliales activadas que expresan distintas citokinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral (TNF)-a, la interleukina (IL)-1B y el interferén (IFN)-y (Mogi et al., 1998;Hunot et al.,
1999), junto con una expresion de la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Hunot y col., 1997,
Mogi et al., 1998)(Hunot & Hirsch, 2003); (c) por ultimo, se han encontrado incrementos en la
expresion de IL-1y 6 y TNF-a en el fluido cerebroespinal de pacientes con la EP.
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Figura 7. Implicacion de las células gliales en la patogénesis de la EP. La activacion de las
células de la microglia contribuyen a la neurodegeneracion dopaminérgica por la liberacion de
compuestos citotoxicos como las citoquinas (TNF-a, IFN-y, IL-18) que inducen la expresion de la
iNOS y por tanto, la liberacion de NOe, el cual puede difundir hacia las neuronas
dopaminérgicas circundantes donde puede reaccionar con el 02— (procedente de la COX-2 o
de la inhibicion del complejo 1) formando ONOO-. Todo ello conduce a la muerte de la
neurona. Los astrocitos pueden liberar factores neurotrdficos, o metabolizar DA por la
MAOB o la COMT, eliminando radicales libres a través de la GPx, presentando un efecto
neuroprotector.

La posible accion ciclica de los procesos inflamatorios en las neuronas dopaminérgicas
de la SNc en el parkinsonismo, un factor inicial (o suma de factores desencadenantes),
induciria la muerte en estas neuronas. La muerte neuronal a su vez activaria la microglia
residente en el parénquima, y esta Ultima liberaria los factores inflamatorios como citoquinas
o factores de crecimiento, que podrian activar diferentes procesos inflamatorios como la
proliferacion de células astrogliales, reclutamiento de células del torrente sanguineo o
aumento de la vascularizacidn. Estos eventos podrian ser los responsables de nueva muerte
neuronal, ya sea por accién directa de citoquinas liberadas (tdxicas per sé) sobre
receptores neuronales, o bien por accidon del sistema inmune celular. Este fenédmeno se
podria presentar de forma ciclica, activando y perpetuando la muerte neuronal (Barcia &
Herrero Ezquerro, 2004).
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La respuesta glial es mayor en la SNpc que en el ST, aunque el dafio observado en la via
dopaminérgica es mas severo en el ST (McGeer et al., 1988); ello puede deberse al hecho de
que las neuronas dopaminérgicas presentan la mayor parte de su estructura en la SNpc,
mientras que las sinapsis dopaminérgicas representan menos del 15% de las estructures
estriatales. La razdn por la cual los pacientes de Parkinson presentan bajos niveles de DA se
debe a la degeneracién de la via nigroestriatal, constituida por neuronas dopaminérgicas cuyos
cuerpos celulares estan localizados en la SNpc y cuyos axones y nervios terminales proyectan
en el ST (Dauer & Przedborski, 2003).

Existen diversos inductores fisioldgicos/patoldgicos de neuroinflamacion que podrian
estar implicados en la degeneracién del sistema dopaminérgico. Diferentes toxinas, como la
6-OHDA, el MPTP/MPP+ o la rotenona inducen un proceso inflamatorio, ademas de sus
mecanismos toxicos especificos.

1.5.6 Factores ambientales:

El caso mas conocido de parkinsonismo inducido por un agente tdxico externo
fue el que tuvo lugar a principios de los ochenta en California, donde unos heroindmanos
empezaron a presentar signos tipicos de la EP (Langston & Ballard, Jr., 1983). Posteriormente
se supo que dichos pacientes se habian inyectado, como contaminante de la droga, una
sustancia denominada 1-metil, 4-fenil,1-2-3-6-tetrahidropiridina (MPTP). Esto hizo pensar que
alguna sustancia mds comidn y emparentada estructuralmente con el MPTP captada del
entrono o producida naturalmente en el cerebro, se hallaba en el trasfondo del
Parkinson idiopatico. Esta teoria se vio apoyada con casos en los que el paraquat
(herbicida ampliamente usado en agricultura y actualmente prohibido) y Ia
tetrahidroisoquinolina (toxina enddgena relacionada con la degeneracion dopaminérgica)
inducian también parkinsonismo, dado que su estructura quimica es muy similar a la del
MPTP o concretamente a la de su metabolito activo, el MPP+ (Barbeau et al., 1985;Naoi et al.,
1993)

El estudio de estos factores de riesgo resulta muy complicado por diversos motivos; la
exposicion al ambiente y la interaccion entre gen-agente tdxico ambiental tienen lugar
en un momento o periodo de tiempo determinado, pero sus efectos no son detectables
hasta afios después. Ademds, los sintomas mdas caracteristicos en el proceso
neurodegenerativo de la EP suelen deberse al resultado aditivo o sinérgico de multiples
factores que concluyen en un aumento de la vulnerabilidad del sistema nigroestriatal a
dafios toxicos (Di Monte, 2003).

Entre los factores tdxicos ambientales, los de mayor interés de estudio son
aquellos capaces de ocasionar dano en la via nigroestriada, como ciertos metales de transicidn,
como el hierro y el cobre, se pueden considerar como factores de riesgo en base a su
acumulacién en la sustancia negra y a su participacion en las reacciones oxidativas
originando H,0, en la oxidacién enzimatica de la dopamina y radical hidroxilo segun las
reacciones de Fenton y Haber-Wiess (Dexter et al., 1989).
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Existen muchos estudios epidemioldgicos que defienden que la exposicidn a ciertos
pesticidas se asocia con un mayor riesgo de sufrir EP (Semchuk et al., 1992;Liou et al.,
1997;Gorell et al., 1998;Petrovitch et al., 2002). Ademas del paraquat, se han estudiado otros
pesticidas como organoclorina, derivados del carbamato y rotenona (Gorell et al., 1998) que,
al igual que los metales, inducen la fibrilacion de la a-sinucleina y provocan una
degeneracion de la via nigro-estriada (Betarbet et al., 2000).

1.6 Mecanismos de muerte neuronal en la EP: Apoptosis.

Actualmente se desconoce el mecanismo de muerte celular desencadenado en la SN
y que acaba con la degeneracién vy posterior desaparicion de las neuronas
dopaminérgicas. En funcidn de cual sea ese mecanismo implicado, se podran adoptar unas
estrategias terapéuticas u otras. Existen, basicamente, dos tipos de muerte celular:

- Necrosis, o muerte por daifio o agresion. La célula muere de forma drastica,
no aislada, con dafio en la membrana plasmatica e inflamacién del tejido circundante

- Apoptosis, también conocida como muerte celular programada. Requiere
expresion de nuevos agentes y sintesis de proteinas, y no lleva consigo ninguna respuesta
inflamatoria .

Las dificultades metodoldgicas para encontrar células apoptéticas en la SN de
pacientes de EP, o incluso en modelos animales, son enormes; la degeneraciéon es
practicamente del 80% cuando aparecen los primeros sintomas de la enfermedad, por lo
que los datos que se puedan obtener a partir de muestras de estos pacientes estan muy
limitados. En este sentido, se ha determinado apoptosis en el 5% de las neuronas
dopaminérgicas de pacientes (Agid, 1995). Mas recientemente, se han encontrado
elevadas concentraciones de transglutaminasa en el liquido cerebroespinal en
pacientes de EP (Vermes et al., 2004), proteina que se expresa en procesos apoptoticos. Otros
estudios ponen de manifiesto la implicacion de la apoptosis en la muerte neuronal en
pacientes de Parkinson, donde se ha encontrado la proteina proapoptética Bax-
inmunorreactiva en neuronas del cerebro medio de dichos pacientes (Horowitz et al., 2003).

Por otra parte, los eventos que acompafan a la degeneraciéon de las neuronas
dopaminérgicas parecen apuntar finalmente hacia la activacion de la via de muerte celular
programada; la disfunciéon en la CTE, la presencia de radicales libres en la mitocondria, y
el colapso en el potencial de la membrana a que esto conduce, implican una apertura del
complejo del poro de transicion mitocondrial, hecho que precede a la liberacién de citocromo
c y del factor inductor de apoptosis (AIF) del espacio intermembrana al citosol y posterior
activacion de la via apoptodtica en la célula.
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1.7 Tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

El tratamiento médico de la enfermedad de Parkinson es un tratamiento sintomatico
dirigido a anticolinérgicos, amantadina y L-DOPA (o levodopa) y otros farmacos
dopaminérgicos principalmente, y debe continuarse durante el resto de la vida del paciente,
siendo en cada caso variable el grado de mejoria alcanzado con los diversos farmacos
empleados. Sin embargo, aunque para la mayoria de los pacientes estas medidas mantienen
una buena calidad de vida, cuando la enfermedad progresa o cuando estos medicamentos no
mejoran la movilidad o producen efectos adversos significativos, debe considerarse el
tratamiento quirdrgico.

El tratamiento con L-DOPA o levodopa es en la actualidad el mds eficaz contra la
enfermedad corrigiendo el déficit dopaminico que existe en el ndcleo estriado. El principal
problema del tratamiento con L-DOPA son los frecuentes efectos secundarios que provoca. Los
mas comunes son los movimientos involuntarios anormales y los trastornos psiquicos en el 15-
20% de los pacientes. Otro problema importante que surge con el uso de la L-DOPA es que la
mejoria inicial obtenida con este tratamiento se mantiene durante 2 o 3 afos, a partir de los
cuales 1/3 tiende a empeorar poco a poco y otro 1/3 mas rapidamente, de tal modo que a los
6 o 7 afios de tratamiento continuado, la incapacidad funcional es igual o mayor que el nivel de
incapacidad anterior al tratamiento.

Para hacer posible el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas se requiere un
conocimiento mucho mas amplio de los mecanismos que van a conducir finalmente a la
muerte neuronal que ocurre en la EP, en especial de aquellas formas menos conocidas.

1.8 Modelos de EP

Existen varios modelos animales de EP mediante el uso de distintas drogas. Una de las
mas utilizadas es la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) como una toxina dopaminérgica especifica
gue destruye las neuronas dopaminérgicas mediante un mecanismo mediado por radicales
libres. También productos quimicos usados en agricultura, como el paraquat y |la
rotenona, reproducen situaciones caracteristicas de la EP (aparentemente via estrés
oxidativo) cuando son administrados sistematicamente (Petrovitch et al., 2002). La rotenona
se caracteriza por ser un inhibidor altamente selectivo del complejo | de la CTE como el
MPTP.

1.8.1 Modelo del tratamiento con MPTP.

El modelo animal de EP por fallo energético mitocondrial mas habitual e importante es
el basado en el uso del MPTP vy su metabolito MPP+, un compuesto cuyo principal efecto
tdxico es la inhibicidn de la actividad del complejo | mitocondrial (Gu et al., 1998).

En los afios 80 y a raiz del descubrimiento de que una toxina sintética (el MPTP)
producia sintomas de parkinsonismo en heroindmanos que consumian droga adulterada
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con esta sustancia (Langston & Ballard, Jr., 1983), se empezd a estudiar el papel que la
inhibicion del complejo | podia tener en la patogénesis de la EP. EI MPP+, metabolito
activo del MPTP, es un potente inhibidor del complejo | de la CTE, y esta inhibicién
puede tener como consecuencias un descenso en la produccién de ATP, un aumento del
estrés oxidativo y una induccién muerte celular por apoptosis y (Nicklas et al., 1985). Su
selectividad sobre las neuronas dopaminérgicas parece ser debido a su recaptacién en las
terminales nerviosas del sistema dopaminérgico a través del sistema de recaptacion de
dopamina, el transportador de recaptacion de DA (DAT) (Chiba et al., 1985), con su posterior
acumulacién en la mitocondria.

1.8.1.a Mecanismo de accion:

El MPTP es una molécula sencilla, altamente soluble y en su forma de base libre, volatil,
capaz de producir deplecion dopaminérgica estriatal en el ratén después de
administracion subcutdnea, intraperitoneal y gastrointestinal. Por su volatilidad puede
evaporarse atemperatura ambiente y absorberse por inhalacion, habiéndose descrito la
aparicion de parkinsonismo en un quimico por esta via. El hecho de que la toxicidad sea
posible por vias tan diferentes de absorcién apoya el argumento de que una toxina
pueda inducir un proceso neurodegenerativo después de exposicion ambiental (Di Monte,
2003;Logroscino, 2005)

Asi, la EP puede producirse experimentalmente mediante la administracién de MPTP el
cual, tras entrar en la circulacion sistémica, se metaboliza a su intermediario MPDP+
(ion 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridina), que a su vez se transforma en su metabolito activo,
MPP+ (i6n 1-metil-4-fenilpiridina), en la glia mediante la MAOB, que es un enzima de la
membrana mitocondrial externa (Przedborski, 2005;Zang et al., 1998). La mayoria de los datos
existentes sugieren que la toxicidad se ejerce a través del MPP+, el cual no cruza la barrera
hematoencefdlica (y si en cambio el MPTP que es altamente hidrofilico) vy
posteriormente se acumula en las neuronas dopaminérgicas (Dunigan & Shamoo, 1996),
donde es introducido a través del DAT (Storch et al., 2004). EL MPP+ se concentrado en la
matriz mitocondrial de SNpc donde se une especificamente al complejo | de la CTE
(Greenamyre et al., 2001), inhibiendo su actividad, disminuyendo los niveles de ATP y el
potencial de membrana mitocondrial, llevando a la neurona a apoptosis (Tretter et al.,
2004;Przedborski, 2005). Ademas, la inhibicion del complejo | desvia el flujo de
electrones hacia el complejo Il, que genera de 5 a 7 veces mas radicales libres que cuando los
electrones pasan por el complejo | (Dykens, 1994).

El descenso del ATP y el aumento de los radicales libres aumenta la vulnerabilidad de la
neurona, que presenta marcadores tipicos del dafio oxidativo a ese nivel: aumento de LPO y de
hierro (causante de la produccién de OH® a partir del H,0, por la reaccidon de Fenton)
y descenso del contenido de glutation total y reducido (GSH), asi como de la glutation
peroxidasa (GPx) y reductasa (GRd). El GSH es esencial para mantener la viabilidad
mitocondrial, y su deplecion causa degeneracidon mitocondrial y apoptosis (Jain et al., 1991).
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Modelo de EP: MPTP-NOS
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Figura 8. Mecanismo de accion del MPTP.
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2. MELATONINA

2.1 Qué es la melatonina y donde se produce.

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina  (melatonina) es una indolamina
producida por la glandula pineal. McCord y Allen (McCord C.P. & Allen F.B., 1917) fueron los
primeros en sugerir la relacién entre funcidn de la pineal y pigmentacién. La melatonina como
tal se aislé por primera vez a partir de extractos de glandula pineal de oveja por Lerner
en 1958, que descubrid las hormonas melanocito-estimulante y B-MSH que oscurecian la piel.
En busqueda de una molécula que pudiera aclarar la piel, por derivar de la serotonina y por
referencia a la melanina la denomind melatonina. Un afio mas tarde, en 1959, este mismo
grupo dilucidé su estructura quimica (Figura 9).

Figura 9. Estructura quimica de la melatonina.

Desde un punto de vista quimico, es un cristal organico, de color blanco, con un punto
de fusién entre 116 y 1182C, dificilmente soluble en agua vy facilmente soluble en etanol
(Szmuskowvicz & Heinzelman, 1960).

Su produccion muestra variaciones a lo largo del dia vinculadas al ciclo circadiano
generado por un “reloj” o marcapasos interno situado en el hipotdlamo, que es el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), el cual estd sincronizado con el ciclo luz-oscuridad durante las 24
h del dia (Moore R.Y., 1978). Es un ciclo que influye de forma decisiva en los seres vivos ya que
determina sus actividades vitales y comportamiento. A medida que la melatonina se sintetiza
es liberada a la circulacién, por lo que sus niveles plasmaticos son un buen indicador de
su produccién, del orden de picomolar/nanomolar (Reiter, 1991).

Actualmente, se ha demostrado la sintesis extrapineal de melatonina por otras
células vy tejidos, tales como la retina, la glandula harderiana, la mucosa del intestino, el
cerebelo, el epitelio respiratorio, el higado, el rifién, el timo, el tiroides, el pancreas, los
ovarios, el cuerpo carotideo, la placenta y el endometrio, asi como en células no
endocrinas tales como las células NK, los eosindfilos, las plaquetas y células endoteliales
(Kvetnoy et al., 2002).

Recientemente, se ha demostrado la expresidn de los genes que codifican los enzimas
clave de la sintesis de melatonina (NAT e HIOMT) en practicamente todos los
tejidos del organismo (Stefulj et al., 2001), lo que sugiere que cada tejido puede producir
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la melatonina que necesita en cada momento, sin depender de la melatonina circulante.
Ademds, esta melatonina extrapineal se produce en cantidades mucho mayores que Ia
pineal, alcanzando concentraciones del orden micromolar (Reiter & Tan, 2003) a lo que
podemos sumar que, en el interior de los organulos subcelulares, la concentracion de
melatonina puede variar, y algunos autores han descrito que los niveles de esta
indolamina en nldcleo y en mitocondria pueden ser significativamente mayores que en
plasma, de 2-3 drdenes de magnitud mayores (Menendez-Pelaez & Reiter, 1993;Acuna-
Castroviejo et al., 2003)

2.2 Biosintesis y metabolismo de la melatonina.

La biosintesis pineal de melatonina comienza con la captacion de su precursor, el
aminodcido esencial L-triptéfano (L-TRP), que es tomado de la sangre por los pinealocitos, a
través de un mecanismo de transporte activo que estd bajo control adrenérgico (Alonso
R., 1999), y convertido en serotonina mediante una hidroxilacién y una descarboxilacion.
Este proceso de dos pasos implica respectivamente a las enzimas triptéfano hidroxilasa (TPH) y
L-aminodacido aromatico descarboxilasa (AADA). Las concentraciones de serotonina en la
glandula pineal, que son de manera general mucho mayores que en el resto del cerebro, son
especialmente elevadas durante el dia, pero caen marcadamente durante la noche como
consecuencia de su conversion a melatonina. Esta conversion nocturna implica un
proceso enzimatico de dos pasos. Inicialmente, la enzima arilalquilamina N-
acetiltransferasa (AA-NAT), que muestra un incremento de actividad de 30 a 70 veces
mayor durante la noche, convierte la serotonina en N-acetilserotonina. La N-
acetilserotonina incrementa asi su concentracién a valores entre 10 y 30 veces mayores
de los que existen durante el dia. Después, la enzima hidroxindol-O-metiltransferasa
(HIOMT), que también incrementa su actividad durante la noche, metila la N-
acetilserotonina para producir N-acetil-5-metoxitriptamina, mas comiUnmente conocida
como melatonina (Figura 10).

Alternativamente a la formacién de N-acetilserotonina, en la pineal puede producirse la
desaminaciéon de la serotonina por monoamino oxidasas, siendo el producto resultante
oxidado a acido 5-hidroxindolacético o reducido a 5-hidroxitriptofol, ambos susceptibles de
transformacion por la HIOMT para dar lugar a acido 5-metoxindolacético y 5-metoxitriptofol,
respectivamente.

La sintesis y liberacidon pineal de melatonina a la circulacién estd por tanto bajo la
influencia del ciclo luz/oscuridad (Liebmann et al., 1997), ya que la luz deprime rapidamente la
actividad de las enzimas pineales. Si se invierten las condiciones de luz exterior se invierten de
modo paralelo las actividades enzimaticas y la biosintesis pineal de indolaminas. Asi, el ritmo
diario de actividad biosintética pineal esta controlado por los cambios naturales diarios en la
duracion de la iluminacién. Este ritmo se pierde en condiciones de iluminacidn continua
mientras que se mantiene, aunque disminuido, si los animales se mantienen en la oscuridad.
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Figura 10. Sintesis de melatonina a partir de la serotonina en la glandula pineal.

La degradacién de la melatonina el cerebro tiene lugar en el plexo coroideo y pineal. En
este caso, la melatonina se transforma primero en N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinurenamina
(AFMK) y después en N-acetil-5-metoxikinurenamina (AMK) (Hirata et al., 1974;Josefa Ledn
et al., 2006), siendo esta una de las vias mas importantes de metabolizacion de la
melatonina en cerebro de mamiferos. La melatonina puede transformarse de forma no
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enzimatica en AMK, cuando depura en primer lugar un OH' y en segundo lugar un radical 02~
(Fujiwara et al., 1978).

Es interesante el hecho de que los metabolitos cerebrales de la melatonina, el AFMK y
su metabolito deformilado, el AMK (Hardeland & Pandi-Perumal, 2005) manifiestan
importantes propiedades antioxidantes, mayores que la melatonina (Tan et al., 2001) (Mayo
et al., 2005). El AMK es mas potente para inhibir ‘in vitro’ e ‘in vivo’ la actividad NOS
estriatal que la melatonina (Hirata et al., 1974;Josefa Ledn et al., 2006;Josefa Ledn et al.,
2006).

2.3 Mecanismos de accién de la melatonina.

En los ultimos 25 afios un creciente nimero de estudios describen nuevos mecanismos
de accidn de la melatonina. Las acciones de la melatonina dependen de mecanismos mediados
y no mediados por receptor, estos ultimos son la base de las propiedades antioxidantes de la
melatonina (Reiter et al., 2007). Los mecanismos de la melatonina mediados por receptor
engloban tanto receptores de membrana como nucleares (Conway et al., 2000;Acuna-
Castroviejo et al., 1994;Becker-Andre et al., 1994) (Wiesenberg et al., 1995) y se ha propuesto
la existencia de un mecanismo de sefializacién membrana-nucleo (Carlberg & Wiesenberg,
1995).

Hasta la fecha se han clonado tres receptores de membrana de melatonina (MT1, MT2
y Mellc) asociados a una proteina Gi de los cuales dos se encuentran en mamiferos y se han
caracterizado en humanos (Conway et al., 2000). En cuanto al receptor nuclear de melatonina
pertenece a la familia de los receptores retinoicos (RZR/ROR) (Acuna-Castroviejo et al., 1993)
(Carlberg & Wiesenberg, 1995) identificados y caracterizados en drganos periféricos vy
células del sistema nervioso central (Becker-Andre et al., 1994;Carlberg et al., 1994) (Giguere
etal., 1994).

La naturaleza lipofilica de la melatonina y la existencia de mecanismos activos de
captura de la molécula hacen que pueda actuar directamente sobre cascadas de
transduccién, porlo que determinadas acciones de la misma podrian llevarse a cabo sin
la intermediacion de sus receptores (Menendez-Pelaez & Reiter, 1993;Finocchiaro & Glikin,
1998).

Ademas de la implicacidn de la melatonina en la fisiologia circadiana y de reproduccion,
estudios posteriores permitieron relacionarla con aspectos de la fisiologia intracelular
independientes de su accién hormonal. Asi, se demostré que la melatonina es un potente
depurador de radicales libres y con capacidad antiinflamatoria (Cuzzocrea & Reiter, 2002)
(Reiter et al., 2000b;Reiter et al., 2000a) (Tan et al., 1993) Ademas potencia la respuesta del
sistema inmune a través de los linfocitos T-helper. Asimismo, se demostré la capacidad de la
melatonina para unirse a proteinas citosélicas como la proteina quinasa C (PKC) (Benitez-King
(Benitez-King et al., 1996), la CaM (Pozo et al., 1994) (Josefa Ledn et al., 2000) y la calreticulina
(Macias et al., 2003), permitiendo esta interaccion modular las acciones intracelulares del
CaZ+.
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En cuanto a su accion sobre el sistema nervioso central (SNC), la melatonina regula tanto
a los neurotransmisores como a sus receptores (Acuna-Castroviejo et al., 1986). La melatonina
regula la neurotransmision GABAérgica por mecanismos dependientes de receptores
opioides y aumenta los niveles de GABA (Rosenstein & Cardinali, 1990). También actla
directamente sobre aminoacidos excitadores como el glutamato (Pellegrini-Giampietro et
al., 1990) e inhibe la activacién de la nNOS a través de su interaccion con el complejo
Ca’*-CAM (Leon et al., 1998;Leon et al., 2000)

2.3.1 La melatonina como antioxidante.

La melatonina tiene multiples acciones como un antioxidante actuando como un
protector celular. Al ser muy lipofilica, atraviesa todas las membranas celulares, ademas de
las barreras hematoencefalica y placentaria, por lo que su actividad antioxidante se realiza a
todos los niveles de la célula (membrana, citosol, mitocondria y nucleo).

Las propiedades antioxidantes de la melatonina se describieron inicialmente por lanas
y colaboradores en 1991 (lanas et al., 1991). La melatonina actia como depurador de radicales
libres, sobre todo del peligroso radical OH* (Khaldy et al., 2000) (Reiter et al., 2002) (Tan et al.,
2002), de ROO" (Pieri et al., 1994) y oxigeno singlete (Cagnoli et al., 1995).

La melatonina enddgena es relevante en cuanto a su participacion en la
capacidad antioxidante del organismo, ya que su ubicuidad le confiere la propiedad de poder
actuar alli donde se producen los radicales libres y donde éstos pueden ser mas dafiinos, como
en la mitocondria, en el nudcleo (protegiendo al DNA) y en las membranas (actuando
directamente sobre los lipidos de membrana vy salvaguardando la fluidez de la
misma) (Benot et al., 1998). La melatonina depura también radicales de nitrégeno,
principalmente NO y ONOO- (Reiter et al., 2003).

Las funciones de la melatonina como un antioxidante incluyen:

a) Accidn directa: atrapa directamente radicales libres tanto de ROS como de RNS
(Reiter et al., 2000c;Acuna-Castroviejo et al., 2001). La capacidad de eliminacién de radicales
hidroxilo se debe a su estructura quimica; concretamente, estriba en el grupo metilo en
posicién 5 —OH del anillo indol.

b) Accidn indirecta: estimula la actividad de enzimas antioxidantes, mediante la
regulacién de la expresion génica de determinados enzimas de oxido-reduccién como la
glutation peroxidasa, glutation reductasa, catalasa y posiblemente superdxido dismutasa, e
inhibe la expresion y actividad de enzimas prooxidantes como la NOS (Antolin et al.,
2002;Acuna-Castroviejo et al., 2002;Escames et al., 2003;Acuna-Castroviejo et al., 2005).

d) Incrementa la eficiencia de la fosforilacién oxidativa mitocondrial y reduce el
escape de electrones potenciando la actividad de todos los componentes de la CTE (Lopez et
al., 2009).

e) Aumenta la eficiencia de otros antioxidantes: el grupo N-acetil ejerce una accion
sinérgica (Tan et al., 1993) con las vitaminas Cy E. Se ha evidenciado la acciéon antioxidante
de la melatonina frente a otros radicales, concretamente los radicales erdxido (Pieri et
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al., 1994;Scaiano, 1995) y el singlete de oxigeno (Reiter et al., 1994;Acuna-Castroviejo et al.,
1995).

2.3.2 Melatonina y mitocondria.

Como se ha mencionado anteriormente, la disfuncién mitocondrial, con una caida en
la produccion de ATP, puede estar asociada con un incremento en la produccion de ROS. De
hecho, la mitocondria esta continuamente expuesta al dafio oxidativo, por ser la mayor
productora de ROS durante el proceso de transporte de electrones en la CTE.

Debido a la alta lipofilicidad de la melatonina y consecuente facilidad para atravesar
membranas celulares, estd puede almacenarse en el interior de la célula e incluso en
compartimentos subcelulares, incluyendo la mitocondria, donde puede acumularse
a altas concentraciones (Acuna-Castroviejo et al., 2002;Acuna-Castroviejo et al., 2003) (Leon
et al., 2004) y también en nulcleo (Menéndez-Peldez (Menendez-Pelaez & Reiter, 1993)
estabiliza su membrana interna (Garcia et al., 1999) y mejora la actividad de la CTE (Lopez et
al., 2009).

La presencia de ROS y RNS se relaciona con el inicio de una serie de dafios oxidativos
irreversibles para la mitocondria que resultan en una inhibicidon de la sintesis de proteinas,
peroxidacion de la membrana lipidica y mutaciones y deleciones en el mtDNA (Halliwell, 1992).
Una disfuncién asi en la mitocondria conduce una despolarizacién en su membrana, un
descenso en la produccién de ATP vy el inicio de los procesos mitocondriales
proapoptoticos, como apertura del PTM, salida de proteinas del espacio intermembrana
al citosol y la subsiguiente activacion de las caspasas que fragmentaran el DNA nuclear
(Halestrap et al., 2000;Zamzami & Kroemer, 2001)im y (Kim et al., 2003).

La melatonina, al reducir la peroxidacion lipidica de las membranas y proteger del
dafio oxidativo al mtDNA y nuclear, desempefia un papel antiapoptético en la muerte
celular mediada por la mitocondria (Leon et al., 2004). De hecho, el efecto antiapoptético
de la melatonina se ha descrito en muchos sistemas y en diferentes situaciones (Sainz et
al., 2003).

2.3.2.a Accion sobre la mtNOS:

La melatonina ejerce un importante efecto antioxidante indirecto debido a su
capacidad para regular la produccién de NO a través de su interaccién con enzimas que
lo sintetizan (Josefa Ledn et al., 2004). La melatonina inhibe la actividad de la NOS
neuronal (NNOS) en cerebelo (Pozo et al., 1994), hipotalamo (Bettahi et al., 1998) y estriado
(Leon et al., 1998), mediante su unidon al complejo calcio-calmodulina (Leon et al., 2000).
Derivados de la melatonina, como el aMK también inhiben la actividad de la nNOS en estriado
de rata de forma dosis-dependiente, sugiriendo que el efecto de la melatonina
sobre este enzima se realiza, al menos en parte, a través de sus metabolitos.
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Ademds las acciones antiinflamatorias de la melatonina estdn relacionadas con su
capacidad para reducir la expresién y actividad de la iNOS y de la COX-2 en diferentes
modelos de inflamacién (Crespo et al., 1999;Acuna-Castroviejo et al., 2005;Mayo et al., 2005).
Recientemente se ha demostrado que la melatonina también puede inhibir la expresidon y
actividad de la i-mtNOS, recuperando asi la funcién mitocondrial (Escames et al.,
2006a;Lopez et al., 2006). Ademads, la melatonina puede inhibir la excitotoxicidad dependiente
de la nNOS a través de la inhibicién de la actividad de la nNOS y la activacion del
receptor NMDA (Escames et al., 2004).

Durante procesos inflamatorios, como el Parkinson, tiene lugar una induccién de la
isoforma inducible. La melatonina parece inhibir la activacion del NF-kB y puede también
actuar a nivel de las MAPKs (Cuzzocrea & Reiter, 2002), reduciendo de esta manera la
induccidn de la expresidn de la iNOS. La melatonina ademas reduce la expresién de la iNOS a
nivel transcripcional (Crespo et al., 1999). En este sentido, la administracion de melatonina
reduce la expresiéon de la iINOS en un modelo experimental de Parkinson inducido por
MPTP. Segun Escames y colbs. (2003) existe un componente inducible de la mtNQS, la i-
mtNOS, sobreexpresada en higado y pulmdn durante la sepsis. El tratamiento con melatonina
inhibe tanto la expresion como la actividad de esta i-mtNOS al igual que ocurre con la iINOS
citosélica. En cualquier caso, los mecanismos por los que la indolamina inhibe la
actividad de la iNOS no son del todo conocidos. Ademas, Escames y colbs. (2003) hallan en la
mitocondria una isoforma derivada de la nNOS cuya actividad no aumenta en la sepsis. En este
sentido, Ledn y colbs. (2000) demostraron que el mecanismo de inhibicién de la actividad
nNNOS por la melatonina es por su unidn a la CaM, la cual es necesaria para formar el tetramero
activo del enzima.

Por tanto, la melatonina inhibe la produccién de NO® que se produce en el
Parkinson, restaurando la funcidn mitocondrial y reduciendo el estrés oxidativo.

2.3.2 b Antioxidante de accion directa.

La melatonina y algunos de sus metabolitos poseen la capacidad de depurar por
si mismos algunas especies reactivas de especial interés en la mitocondria (Acuna-Castroviejo
etal., 2001) (Russel J.Reiter et al., 2003).

La primera evidencia que mostrd esta capacidad de la indolamina fue la
neutralizacidn del OH" (Stasica et al., 1998), al depurar dos radicales OH por cada molécula
de melatonina y produciéndose 3-hidroximelatonina ciclica (3-OHmelatonina) que se elimina
por la orina y constituye un indice muy fiable para la medicién del estrés oxidativo en el
organismo (Tan et al., 2002).

Otro mecanismo por el cual la melatonina neutraliza al radical OH" consiste en que la
indolamina cede un electrén al radical, transformandose en el denominado cation radical
indolilo (Hardeland & Pandi-Perumal, 2005;Poeggeler et al., 1994). Este interacciona entonces
con un anién radical 027, precursor del OH*, para generar AFMK, que se elimina por la
orina. En este caso, la melatonina elimina en realidad dos radicales libres a la vez.
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Se ha demostrado que la melatonina depura también el H,0,, dando lugar a
AFMK, que se transforma en AMK por accién de una formamidasa (Tan et al.,
2003)Puesto que el AFMK también puede actuar como depurador de radicales libres, el
efecto de la melatonina da lugar a una cascada de reacciones protectoras (Lopez-Burillo et
al., 2003). Estos experimentos también han sido comprobados ‘in vivo’ (Reiter et al.,
2003). Tanto la 3-hidroximelatonina ciclica como el AFMK, productos de la reaccién de la
melatonina con OH" y H,0, respectivamente, parecen tener funciones depuradoras de
agentes toxicos (Dario Acufia-Castroviejo et al., 2001;Reiter & Tan, 2003;Josefa Ledn et al.,
2004).

Diversos autores han indicado la posible capacidad de la indolamina para depurar 02°~
(Marshall et al.,, 1996;Zang et al., 1998) ,aunque este hecho aun estd por confirmar,
especialmente ‘in vivo’, ya que la reaccidn por la cual la melatonina ejerceria esta acciéon no se
conoce (Dario Acuiia-Castroviejo et al., 2001;Reiter & Tan, 2003;Josefa Ledn et al., 2004).

La melatonina también puede depurar radicales peroxilo, interfiriendo asi en la
propagaciéon de la LPO, aunque este hecho podria deberse mas a la accién depuradora
de otras especies reactivas que pueden provocar LPO que a la depuracién en si de
radicales peroxilo. No obstante, la melatonina es altamente eficaz para reducir los
niveles de LPO, tanto basales como estimulados por estrés oxidativo (Reiter & Tan, 2003).

Ademas de las ROS, la melatonina actia como depuradora de RNS, reaccionando con el
NO°® para formar N-nitrosomelatonina, asi como con los ONOO™, formando un producto ain no
del todo clarificado puesto que diferentes grupos han hallado diferentes productos en la
reaccion de la melatonina con el ONOO™ (Dario Acufia-Castroviejo et al., 2001;Reiter & Tan,
2003;Josefa Ledn et al., 2004).

El mecanismo de accidon de la melatonina como depurador de radicales libres no
requiere la presencia de ningun receptor, ya que depende exclusivamente de la
estructura quimica de la hormona y de su gran capacidad para difundir a través de todo
tipo de membranas. Sin embargo, su efecto antioxidante si se realiza a través de efectos
gendmicos que podrian estar ligados a su receptor nuclear (Acuna-Castroviejo et al., 1994)
(Antolin et al., 1996)

2.3.2.c Antioxidante de accion indirecta.

Junto a la capacidad intrinseca para depurar radicales libres, la melatonina posee la
capacidad de estimular la actividad y expresion (Kotler et al., 1998) Antolin (Antolin et al.,
2002;Mayo et al., 2005) de otros sistemas antioxidantes, estableciendo asi una forma de
accion indirecta para la reducciéon del estrés oxidativo. En primer lugar, la melatonina estimula
el ciclo del glutation, aumentando la actividad de la GPx y de la GRd, disminuyendo los
niveles de GSSG regulando asi el balance glutation oxidado (GSSG)/GSH (Pablos et al.,
1998;Miguel Martin et al., 2000). Estos resultados concuerdan con otros que muestran que
la melatonina mantiene la homeostasis del GSH en cerebro (Floreani et al., 1997) y en la
mucosa gastrica (Othman et al.,, 2001), donde también podria estar implicada en el
restablecimiento de las actividades de la Mn y CuZn superdxido dismutasa en ratas
tratadas con indometacina (Ledn et al., 2004).
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Ademas, la melatonina aumenta la produccidon de GSH por la estimulacion de la y-
glutamilcisteina sintasa, enzima limitante en la ruta de sintesis de glutation (Urata et al.,
1999); y también estimula la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), la cual genera el
NADPH requerido por la GRd (Pierrefiche & Laborit, 1995). En el mismo sentido, se ha
descrito que la melatonina estimula otros enzimas antioxidantes como la SOD y la catalasa
(Dario Acufia-Castroviejo et al., 2001;Reiter & Tan, 2003;Josefa Ledn et al., 2004). También
ejerce una accidn sinérgica con otros antioxidantes como la vitamina E y C (Russel J.Reiter et
al., 2003).

En resumen, sea por acciéon directa y/o indirecta, la melatonina es un potente
antioxidante con importantes propiedades para actuar en la mitocondria y, en consecuencia,
proteger el mtDNA, las membranas lipidicas y las proteinas mitocondriales del dafio oxidativo.

2.3.2.d Potenciacion de la CTE.

La influencia de la melatonina en la homeostasis mitocondrial no se limita a su
poder antioxidante sino que también actia en la CTE y en la produccion de ATP. En
diversos experimentos se ha demostrado que la melatonina, tanto ‘in vivo’ como en
mitocondrias incubadas ‘in vitro’, estimula la transcripcion del mtDNA, aumentando la
expresion del acido ribonucleico mensajero (ARNm) correspondiente a las subunidades |, Il y
Il del complejo IV de la CTE que estan codificados por el mtDNA (Escames et al., 2006b). La
administracién de melatonina también impide la reduccién en la actividad de los
complejos | y IV debido al estrés oxidativo y dafio mitocondrial inducido por rojo de
rutenio administrado a ratas (M.Martin et al., 2000) En este mismo sentido, usando particulas
submitocondriales obtenidas de higado y cerebro de ratas, se demostré que la melatonina
aumenta la actividad de los complejos | y IV de forma dosis-dependiente y contrarresta la
inhibicion del complejo IV causado por cianuro (Miguel Martin et al., 2002). En un modelo de
dafio mitocondrial inducido por la administracién de LPS a ratas y mediado por el NOs, la
melatonina es capaz de recuperar la actividad de los complejos | y IV inhibidos por la
inflamacién en mitocondrias de higado y pulmén (Germaine Escames et al., 2003)

Basado en estos resultados, es razonable pensar que el efecto de la melatonina
en la regulacién de la actividad de los complejos de la CTE no sdélo se basa en el papel
antioxidante de la indolamina. En efecto, el alto potencial redox de la melatonina (0.94
V) (Tan etal.,, 2000) sugiere que ésta puede interaccionar con los complejos de la CTE
donando y aceptando electrones y de esta manera aumentar el flujo electrénico, un
efecto que no poseen otros antioxidantes (Miguel Martin et al., 2002).

En otros modelos experimentales, se demostrd asimismo que la administraciéon de
melatonina aumenta la actividad de los cuatro complejos respiratorios y del complejo V, dando
lugar a un aumento de la capacidad de la mitocondria para producir ATP, junto con un
descenso del consumo de oxigeno manteniendo la eficiencia de la fosforilacién oxidativa y el
RCR, al mismo tiempo que disminuye el potencial de membrana. Todo ello conduce un menor
escape de electrones y por tanto a una menor produccién de radicales libres (Lopez A., 2008).
Estos efectos se han visto en multitud de drganos del animal, incluido higado, cerebro,

33



Ana Lopez Ramirez

pulmdn, corazoén, diafragma y musculo esquelético (Escames et al., 2006; Lopez et al., 2006).
Es, por tanto, un efecto general de la melatonina y no restringido a un determinado érgano.

2.4 Melatonina y neurodegeneracion.

La produccidn endégena de melatonina disminuye con la edad en todas las especies
donde se ha estudiado (Poeggeler et al., 1994). En el caso de los humanos, los niveles
nocturnos de melatonina en adultos de edades comprendidas entre los 70 y 80 afios, son
casi nulos (Sack et al., 1986). Estos y otros datos han conducido a la teoria de que el descenso
de melatonina con la edad, en parte debido a sus propiedades antioxidantes, puede
tener una relacién funcional especifica con la aparicion de procesos degenerativos, en
particular aquellos que afectan a la funcién cerebral (Reiter et al., 1994).

Con el objetivo de determinar si la melatonina tiene un papel beneficioso en
enfermedades como la EP, que cursan con un elevado indice de estrés oxidativo (con
peroxidacion lipidica, descenso de GSH, inhibicion del complejo |, dafios en el ADN), se han
desarrollado multitud de modelos experimentales de la enfermedad in vivo e in vitro, en los
gue se ha visto que la melatonina desempefia un papel protector (Khaldy et al., 2000;Khaldy
et al., 2003;Absi et al., 2000;0rtiz et al., 2001;Antolin et al., 2002)

Segun la fisiopatologia de la EP y las propiedades y acciones de la melatonina, parece
obvio que la administracion farmacoldgica de la indolamina podria tener efectos
beneficiosos sobre dicha enfermedad. Asi, con el objetivo de determinar si la melatonina
tiene un papel beneficioso en la EP, que cursa con un elevado indice de estrés oxidativo
(inhibicion del complejo I, descenso de GSH, aumento de LPO, dafio en el ADN), se han
desarrollado multitud de modelos experimentales de la enfermedad ‘in vivo’ e ‘in vitro’,
en los que se ha visto que la melatonina desempefia un papel protector.

En el modelo de Parkinson inducido por MPTP en ratones C57/BI6 nuestro grupo ha
demostrado que la melatonina previene el desarrollo de la enfermedad y la apoptosis
neuronal (Ortiz et al., 2001;Antolin et al., 2002); algo similar ocurre en el modelo de 6-
OHDA en células PC12 (Mayo et al., 1999).

La primera evidencia de una relacion especial entre melatonina y Parkinson
proviene de la observaciéon de una disminuciéon en la actividad pineal y por tanto, de
una reduccién en las concentraciones de melatonina en pacientes con la EP. Conocidas ya las
propiedades depuradoras de radicales libres de la melatonina, numerosos estudios han sido
dirigidos en base a testar la habilidad antioxidante de la melatonina en distintos modelos
de Parkinson, tanto ‘in vitro’ como ‘in vivo’.

De esta manera, se ha observado que la indolamina es capaz de inhibir los
efectos prooxidantes de la DA y la L-dihidroxifenilalanina (L-dopa) ‘in vitro’ (Miller et al.,
1996), datos que fueron confirmados por nuestro grupo (Khaldy et al., 2000) que ademas
demostré que la melatonina era mas efectiva que el trolox (andlogo de la vitamina E) en la
prevencion de la autooxidacién de la DA.
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La melatonina aumenta el numero de neuronas tirosina-hidroxilasa positivas
(enzima sintetizadora de dopamina) y disminuye la peroxidacion lipidica en el estriado
de ratones tras ser inyectados con MPTP (Acuna-Castroviejo et al., 1997). Sin embargo, la
indolamina no recupera la actividad de dicho enzima una vez que se ha perdido (Khaldy et
al., 2003).

Jin y colbs. (Jin et al., 1998) publicaron que una dosis de 10 mg/kg de melatonina era
suficiente para la proteccién de las neuronas dopaminérgicas, contrarrestando el
incremento de los productos de la LPO en la SN de ratas tratadas con MPP+ y ademas,
manteniendo la actividad TH, que normalmente disminuye después del tratamiento con
la toxina. Tanto en los tratamientos agudos como en los crénicos, la indolamina es
igualmente efectiva en la reduccion del dafio mediado por MPP+. Por otro lado, la melatonina
aumenta el nimero de neuronas TH positivas (enzima sintetizador de DA); sin embargo,
la indolamina no recupera la actividad de dicho enzima una vez que se ha perdido. Asi, la
melatonina previene la inhibicién del complejo | y la autooxidacion de la DA, ‘in vitro’
(Khaldy et al., 2000).

Este mismo grupo demostré que la administracion de melatonina restauraba los déficits
motores generados por un tratamiento conjunto de 6-OHDA vy apomorfina y ademas,
también observaron que la indolamina prevenia los cambios conductuales asociados a este
modelo de Parkinson (Kim et al., 1998)

Cuando la melatonina era suministrada conjuntamente con MPTP, se observdo que
la indolamina evitaba la muerte de neuronas dopaminérgicas en la SNpc y reducia
enormementela pérdida de inmunoreactividad TH en ST y SN (Antolin et al., 2002).

En otros trabajos se ha demostrado que la melatonina previene la autooxidacién
de la DA (Khaldy et al., 2003) y presenta propiedades neuroprotectoras en diferentes
modelos de neurodegeneracidn, incluido el modelo de Parkinson inducido por MPTP (Thomas
(Thomas & Mohanakumar, 2004;Mayo et al., 2005).

En otro estudio, la melatonina impedia el aumento de los productos neuronales
derivados de la LPO y como recuperaba parcialmente los niveles estriatales dopaminérgicos
después de una lesion inducida por 6-OHDA (Joo et al., 1998).

La melatonina protege frente a la desfragmentacién del ADN inducida por MPTP (Ortiz
et al., 2001) y frente a la deficiencia en el complejo | tras la administracién de MPTP (Khaldy et
al., 2003) y 6-OHDA (Dabbeni-Sala et al., 2001). La mitocondria desempefia un papel clave en
la funcidn neuroprotectora de la melatonina en los procesos neurodegenerativos (Acuna-
Castroviejo et al., 2002;Leon et al., 2005). Otros trabajos muestran como la melatonina
mantiene las concentraciones de GSH en la SN de ratas tratadas con MPTP (Chen et al., 2002) .
Parece ser que el principal mecanismo por el cual la melatonina protege frente al
Parkinson es su capacidad antioxidante/antiinflamatoria. Asi, un reciente estudio
demuestra que la melatonina reduce la formacién ‘in vivo’ de OH® después de la
administracion de MPTP, sin afectar a la actividad MAOB (Thomas & Mohanakumar,
2004). En el modelo de EP, producido por la administracion de rotenona (Ranjita
Betarbet et al., 2006) , Couloum y Birman (Coulom & Birman, 2004) observaron que la
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melatonina presentaba mayor eficacia que la L-dopa para contrarrestar la pérdida
selectiva de neuronas dopaminérgicas y daio locomotor en la mosca de la fruta.

La evidencia inicial de que la melatonina protegia frente a la apoptosis fue
proporcionada por lacovitti, en un modelo de células dopaminérgicas en cultivo (lacovitti et al.,
1997). EN otro estudio, estos autores demostraron que las propiedades antioxidantes de la
indolamina son las que confieren la mayor parte de la proteccion (lacovitti et al., 1999).

Las neurotoxinas MPP+, 6-OHDA y la DA también causan apoptosis en células PC12; la
melatonina inhibe la apoptosis y los cambios estructurales inducidos por la 6-OHDA (Mayo et
al., 1998). La indolamina también protegeria frente a la excitotoxicidad producida por el
NMDA (Cazevieille (Cazevieille et al., 1997;Herrera et al., 2001).

La toxicidad celular inducida por 6-OHDA estd mediada por la formacion de
radicales libres. Por esta razén, las propiedades antioxidantes de la melatonina
presumiblemente explicarian su habilidad para suprimir tanto la necrosis como la apoptosis.
Existan trabajos que demuestran las acciones antioxidantes directas de la melatonina: la
indolamina elimina la produccién mitocondrial de ROS durante el dafo celular inducido por
H202 en astrocitos de rata (Jou et al., 2004).

Otra prueba que demuestra la accién directa de la melatonina es la reduccion en
los residuos de nitrotirosina durante la neurotoxicidad dopaminérgica (Imam et al., 2001).

Ademas, la melatonina previene la reduccién de los niveles de ARNm para
enzimas antioxidantes, como por ejemplo la CuZn-SOD, Mn-SOD y GPx. La indolamina
también estimula la expresion génica de varios enzimas antioxidantes (Mayo et al., 2002),
limitando el dafio generado por los radicales libres. Por tanto, las acciones
antioxidantes de la melatonina (depurador directo, estimulacion de enzimas antioxidantes
y fomento en la sintesis de GSH) desempefian un papel clave en la neuroproteccion
(Miguel Martin et al., 2002). Incluso, la indolamina conserva la integridad proteica
mediante la depuraciéon de radicales libres y la prevencién del dafio oxidativo directo a los
enzimas antioxidantes (Mayo et al., 2003).

Por otro lado, la melatonina puede proteger fisioldgicamente a través de Ia
activacion de la expresion génica del factor neurotréfico derivado de la célula glial (GDNF)
(Armstrong & Niles, 2002). Consecuentemente, se ha pensado que estas acciones
antioxidantes tanto directas como indirectas, podrian ser importantes mediadores de las
acciones antiparkinsonianas de la melatonina; ademds, parece ser que también estdn
implicadas las acciones gendémicas de la melatonina. La indolamina también desarrolla un
papel en la inflamacion que aparece en la SN durante la EP. En efecto, se ha observado que la
melatonina previene la activacion de la iNOS (Escames et al., 2006b) y de la COX-2 (Deng et al.,
2006), asi como previene la activacion microglial por parte de la indolamina (H.Y.CHUNG et al.,
2004).

Existen numerosos datos que sugieren o indican que la melatonina interviene en la
homeostasis mitocondrial manteniendo, entre otros, los niveles de GSH vy la actividad de
la cadena respiratoria (Acuna-Castroviejo et al., 2002;Leon et al., 2005). Como se ha descrito,
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la mitocondria es la mayor fuente de produccion de ROS en la célula. Dado el papel critico
que desempefia la mitocondria en la muerte celular programada y en la EP, es ldgico
pensar que la accion de la melatonina a nivel mitocondrial podria explicar sus efectos
antiapoptéticos (Dabbeni-Sala et al., 2001). También se conoce la capacidad de la melatonina
para aumentar la sintesis de ATP mediante la inducciéon de los complejos mitocondriales
(Miguel Martin et al., 2002); ello podria conferir protecciéon en el caso de cambios oxidativos
en las células dopaminérgicas. Adicionalmente, la melatonina previene el exceso de Ca2+
inducido por las ROS y la despolarizacion de la membrana mitocondrial (Jou et al., 2004).
La indolamina también protege el ADNmt, el cual es particularmente vulnerable al dafo
oxidativo, por lo que mantiene indirectamente el metabolismo mitocondrial.

El compendio de todos estos resultados, demuestran que la mitocondria es una de las
principales dianas de la melatonina, en cuanto a sus acciones neuroprotectoras.

Finalmente, la melatonina presenta un efecto sinérgico con el deprenil para
recuperar los niveles de DA perdidos tras la exposiciéon al MPTP, asi como la actividad
locomotora de los ratones tratados (Khaldy et al., 2003). Estos resultados sugieren que la
terapia combinada entre el efecto antioxidante de la melatonina y el efecto del deprenil
para inhibir la actividad de la MAOB, es una buena estrategia para el tratamiento de la
enfermedad. Hay que tener en cuenta también que el deprenil ejerce un efecto antioxidante
importante, que puede participar en cierta medida en sus efectos neuroprotectores.

Existen datos experimentales y clinicos sobre el efecto de la melatonina en la EP. Dosis
de 1-3 g/dia de melatonina durante 1 mes provocaban la desaparicion del temblor en estos
pacientes (Anton-Tay, 1974). Hay que tener en cuenta que aunque esas dosis de melatonina
son muy altas, su vida media en el organismo es de unos 40 min, por lo que no se
acumula, y no da lugar a mecanismos de adiccidn ni tolerancia (Gibbs & Vriend, 1981).
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Summary

A direct relationship between inflammation, iNOS expression and mitochondrial
damage exist, and these events occur before dopaminergic degeneration in Parkinson’s disease
takes place. Thus, our hypothesis is that the iNOS increase in SN after MPTP administration will
yield an i-mtNOS induction and NO production, potentiating the MPP+-dependent complex |
inhibition. The neuronal death in the ST during the PD, however, seems to depend more directly
from the increase in nNOS. Accordingly, the SN of iNOS ko mice and the ST of nNOS ko mice
should be more protected, respectively, against MPTP administration. Melatonin, which inhibits
the expression and activity of iNOS and nNOS, should display neuroprotective features against
MPTP administration to mice.

The development of new neuroprotective drugs is being braking by our relative lack of
knowledge regarding the mechanisms involved in neuronal cell death during PD. If melatonin
treatment reduces iNOS activity decreasing the mitochondrial damage, the design of synthetic
compounds structurally analogues to melatonin may yield new pharmacological tools with
selective inhibition against iNOS/i-mtNOS and neuroprotective properties.

Debido a la relacién directa entre inflamacion, expresion de la iNOS y dafo
mitocondrial que precede a la degeneracién DAérgica en el Parkinson, nuestra hipdtesis es que
el aumento de iNOS en SN tras la administracion de MPTP, va a condicionar un aumento de la
i-mtNOS, que dara lugar a un aumento del NO intramitocondrial, lo que a su vez potencia la
inhibicion del complejo | producida por el MPP+. Sin embargo, la muerte neuronal en la ST
durante la EP parece deberse mads a un proceso excitotéxico derivado del aumento de la nNOS.
En consecuencia, los ratones KO para la iNOS pueden tener su SN mas protegida tras la
administracién de MPTP, mientras que lo KO para la nNOS probablemente sufran menos dafio
en ST. En esas condiciones, la melatonina, que es un inhibidor de la expresiéon de la iNOS y
reduce la actividad de la nNQOS, debe tener un efecto neuroprotector en el modelo de EP
inducio por MPTP.

El desarrollo de nuevos farmacos neuroprotectores estd frenado por nuestro
limitado conocimiento de los mecanismos reales por los cuales mueren las neuronas
dopaminérgicas. Si el tratamiento con aMT, y de forma similar su metabolito, va a reducir de
forma considerable la actividad de la NOS (tanto citosdlica como mitocondrial), principalmente
de su componente inducible, disminuyendo el dafio oxidativo mitocondrial, el uso de
compuestos sintéticos analogos a la aMT puede proporcionarnos nuevas herramientas
farmacoldgicas con selectividad mayor para inhibir la iINOS/i-mtNQOS, y susceptibles de ser
usadas en la clinica
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Partiendo de nuestra hipédtesis, este proyecto pretende, en primer lugar, estudiar la
participacion de la NOS en el dafio mitocondrial y degeneracion dopaminérgica en SN y ST en
el modelo de Parkinson inducido por MPTP en ratones normales, comparandolos con ratones
knockout para la iNOS y para la nNOS. Si, como esperamos por el planteamiento de la
hipétesis, las isoformas de la NOS participan en dicho proceso, su inhibicidn selectiva seria una
estrategia importante a seguir para el tratamiento del Parkinson. La experiencia con proyectos
anteriores nos ha permitido obtener una serie de moléculas sintéticas estructuralmente
analogas a la melatonina y sus metabolitos cerebrales, algunas de las cuales se ensayan aqui
para valorar su actividad selectiva para la iNOS/nNOS.

Para ello, analizaremos los siguientes objetivos:

1.- Estudiar ‘in vitro’ la potencia y selectividad de una serie de compuestos sintéticos analogos
estructurales a la melatonina y sus metabolitos cerebrales, sobre la actividad de las isoenzimas
nNOS (Ca2+-dependiente) e iNOS (en ausencia de Ca2+) recombinantes.

2.- Estudiar el efecto ‘in vivo’ de algunos de los compuestos sintéticos obtenidos del estudio
‘in vitro’ sobre la la actividad NOS, actividad del complejo | y lipoperoxidacidn (LPO) en SNy ST
de ratones controles y tratados con MPTP.

3.- Estudiar el efecto de la melatonina sobre la CTE (actividad del complejo | y western-blot de
complejos respiratorios); actividad NOS, y dafio gendmico mitocondrial, en ratones controles y
deficientes en iINOS y en nNOS y tratados con MPTP.
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1. Animales, procedimiento quirurgico y tratamiento.

1.1. Animalesy grupos experimentales.

Para el estudio ‘in vivo’ de los compuestos sintéticos se han empleado ratones de
la cepa de ratén C57/Bl6 que también fue el modelo utilizado en los estudios comparativos
con melatonina junto con las cepas B6129SF2/J (control nNOS) asi como ratones deficientes
en iNOS (B6;12954-Nos1™""/J) y nNOS (B6.129P2-Nos2"™"/J). Todas las cepas estan
estabuladas en el animalario de la Universidad de Granada, en condiciones SPF, bajo un
ambiente de fotoperiodo (ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas) y temperatura (22 + 1 2C)
controlados, y con acceso libre al agua y a la comida (dieta estandar de laboratorio). Los
ratones utilizados tienen una edad aproximada de tres meses y un peso entre 22-28 g.
Todos los experimentos se han realizado acorde a las guias espafiola y europea de cuidado de
los animales.

Se establecieron 3 grupos experimentales con entre 8 y 32 ratones cada uno
dependiendo de la técnica a realizar:

- Grupo control (vehiculo).
- Grupo de MPTP.
- Grupo de MPTP tratado con melatonina (aMT) o compuesto a evaluar.

1.2. Tratamiento y procedimiento quirurgico.

La aMT o el compuesto a analizar se administran en una dosis de 10 mg/kg una
hora antes del tratamiento con la neurotoxina, via intraperitoneal. Entonces, el MPTP se
administra subcutdneamente cada dos horas, con un total de cuatro dosis de 15 mg/kg cada
una. Al siguiente dia y a la misma hora que el dia anterior, se administra otra dosis de 10
mg/kg de aMT subcutanea o del compuesto a analizar y a la hora siguiente, procedemos
a la administracion de la primera dosis de MPTP, que en esta ocasidn en lugar de cuatro dosis
administramos tres (dosis de recuerdo). Los animales son sacrificados por dislocacidn cervical
dos horas después de la ultima dosis de recuerdo, es decir, a las 30 h de comenzar el
tratamiento (figura 11).

aTT‘ MPTP aMTI”™ MPTP

L h ..V h e » 29 h Sacrificio
-1lh Oh 2h 4h 6h 23h 24h 26h 28h

aMT o compuesto (10 mg/kg) MPTP (15 mg/Kg)

Figura 11. Representacion esquemdtica del tratamiento seguido para ratones C57/Bl6.

49



Ana Lopez Ramirez

Rapidamente y en frio, se extrae el cerebro, de donde se obtienen el ST y la SN,
congelados inmediatamente en nitrégeno liquido y conservados a -802 C para su posterior
analisis.

2. Obtencion de la fraccion mitocondrial.

2.1. Aislamiento de la fraccidon mitocondrial por centrifugacion diferencial y gradiente

de densidad con Percoll.

Con el mismo método podemos obtener mitocondrias crudas para medir la actividad
del complejo | vy, tras un gradiente de densidad, mitocondrias puras libres de
contaminacion citosélica, utilizadas para realizar el resto de técnicas.

Protocolo:

Los animales se sacrifican por dislocacion cervical y el cerebro se extrae inmediatamente
y las fracciones citosélicas y mitocondriales de la SN y ST se aislan segun el método de Rice
(Rice J.C. & Lindsay J.G., 1997) pero con algunas modificaciones. Rapidamente se disecan el ST
y la SN, se pesan y se lavan en solucién salina fria y se homogenizan en tampdén 0.32M
sacarosa, 1 mM EDTA (K+), 10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 10% w/v con un homogenizador de teflén
(Stuart Scientific, mod. SS2) a 700 rpm. Todas estas manipulaciones se realizan en hielo
para mantener una temperatura estable de 42 C. Los homogenados se centrifugan
(centrifuga Eppendorf 5810R, rotor de dngulo fijo F45-30-11) dos veces a 1.330 g durante 3
minutos a 42 C; los sobrenadantes obtenidos se mezclan y se centrifugan a 21.200 g (centrifuga
Beckman AvantiTM 30, rotor de angulo fijo F3602) durante 10 minutos a 4 °C.

El sobrenadante, que corresponde al citosol crudo, es inmediatamente alicuotado
y conservado a -802 C. Por otro lado, el precipitado (correspondiente a las mitocondrias
crudas) se resuspende en 15% v/v de Percoll, preparado en el tampdn de homogenizacion, con
lo que la concentracion del homogenado de cerebro original es de 10 g/ml. El gradiente de
densidad de Percoll se realiza depositando (con una jeringa) 1 ml de Percoll 23% (v/v)
sobre 1 ml de Percoll 40% (v/v). Finalmente, depositamos 0.850 ml de precipitado
mitocondrial en Percoll 15% (v/v) sobre el gradiente preparado anteriormente y se centrifuga
(ultracentrifuga Beckman OptimaTM TL-100, rotor de angulo fijo TLA 100.4) a 28.200 g
durante 12 minutos a 4 2C. Se obtienen tres bandas, de las cuales nos quedamos con la
banda cercana a la interfase entre las dos bandas inferiores de Percoll y la diluimos
cuidadosamente 1:1 en tampdén de homogenizacién. A continuacidén, se centrifuga a
16.800 g durante 10 minutos a 4 2C (ultracentrifuga Beckman OptimaTM TL-100, rotor de
angulo fijo TLA 100.4).

Se decanta el sobrenadante y se afiaden 100 upl de albimina bovina libre de
acidos grasos (10 mg/ml) y se completa hasta 1 ml con tampdn de homogenizacién
(0.7 ml) para eliminar el Percoll. Finalmente, se centrifuga (centrifuga Beckman AvantiTM 30,
rotor de angulo fijo F3602) a 7.200 g durante 10 minutos a 42 C para sedimentar las
mitocondrias, que se congelan a -802 C para su posterior utilizacion.
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3. Métodos analiticos.

3.1. Determinaciéon de la concentracion de proteinas: método de Bradford.

Todos los resultados obtenidos en este trabajo son referidos a concentracién de
proteinas de la muestras analizadas (tanto citosdlicas como mitocondriales). Para calcular esta
concentracién de proteinas se utiliza el método de Bradford (Bradford, 1976) con algunas
modificaciones posteriores. Se trata de un técnica colorimétrica.

Protocolo:

Para medir la concentracidon de proteinas de cualquier muestra, se ha adaptado el
método de Bradford a un micrométodo realizado en microplacas de 96 pocillos. Para hacer la
curva patron se utiliza albumina sérica bovina como estandar (disuelta en Tris 20 mM) a
concentraciones entre 0,1-0,5 mg/ml. En primer lugar, se ponen en los pocillos 10 pl de
blanco, patrones o muestras. A continuacion se afiaden 200 pl de reactivo de Bradford 1/5
(v/v) (al entrar en contacto con proteinas se reduce, virando su color del amarillento al azul
intenso), se agita (agitador de placas: 1296-001 Delphia Plateshake) y se deja reposar durante
15 minutos. Finalmente, se mide la absorbancia a 595 nm en un espectofotémetro de
placa (Bio-Tek Power-Wavex Microplate Scanning Spectrophotometer). Todas las
determinaciones se realizan por duplicado.

3.2. Determinacion de la actividad de la 6xido nitrico sintasa

3.2.1 “Invivo” (citosdlica y mitocondrial).

Las diferentes isoformas de la NOS catalizan en presencia de sus cofactores la siguiente
reaccion:

Las llamadas isoformas constitutivas (nNOS y eNOS) son Ca*-CAM dependientes,
mientras que la llamada isoforma inducible (iNOS) es Ca**-CAM independiente. Esta propiedad
es utilizada para diferenciar entre NOS constitutiva e inducible, utilizando un quelante de Ca2+
como el EDTA.

La actividad del enzima se expresa en cantidad de producto formado (NO® o citrulina ya
gue su relacién de sintesis es 1:1) a lo largo del tiempo de la reaccién, todo ello dividido por la
cantidad de proteinas totales. Por tanto, la cuantificacidn de la actividad NOS puede llevarse a
cabo por la monitorizacién de la conversion de L-(3H)-arginina en L-(3H)-citrulina
durante un tiempo determinado (Bredt & Snyder, 1989).

Protocolo:

Distinguimos entre la fraccién citosélica y la fraccion mitocondrial. En el primer caso,
una vez obtenida la regidn cerebral se resuspende directamente (0,1g/ml) en un tampdn
compuesto por Tris-HCI 25 mM, DTT 0,5 mM, leupeptina 10 pg/ml, pepstatina 10 pg/ml
(tomada de un disolucion inicial de 1mg/ml en DMSO), aprotinina 10 pg/ml y PMSF 1
mM (tomado de una disolucidn inicial 500 mM en etanol), pH 7,6 a 4° C, y se centrifuga a
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1.000 g durante 5 min a 4 2C (centrifuga Beckman AvantiTM 30, rotor de angulo fijo
F3602) y se recogen alicuotas del sobrenadante que se usan inmediatamente para medir la
actividad de la NOS o se congelan para la posterior determinacidon de la concentracién de
proteinas (Bradford, 1976).

En el caso de la fraccion mitocondrial, las mitocondrias obtenidas se descongelan,
se resuspenden (0,1g/ml) en un tampdn Tris-HCl 25 mM, DTT 0,5 mM, leupeptina 10
ug/ml, pepstatina 10 ug/ml (tomada de un disolucidn inicial de 1mg/ml en DMSO), aprotinina
10 pg/mly PMSF 1 mM (tomado de una disolucidn inicial 500 mM en etanol), pH 7,6, a4°Cy
se sonican a 3 ciclos, 20%, 10 segundos (Sonuplus HD-2070) para, de esta manera, romperlas.
Parte de la muestra se congela para la posterior determinacion de la concentracién de
proteinas (Bradford, 1976).

En tubos Eppendorf se afladen 10 pl de estas alicuotas y se les afiade (volumen final de
reaccion 100 pl):

- 50 pl de un tampdn compuesto por Tris-HCl 25 mM, DTT 1 mM, tetrahidrobiopterina
(BH4).

- 30 uM, FAD 10 uM, inosina 0,5 mM, BSA 0,5 mg/ml, cloruro de Ca2+ 0,1 mM, L-
arginina.

- 10 puM y L-(3H)-arginina 40 nM, pH 7,6 (como concentraciones finales en 100 pl).

- 10 pl de EDTA 10 mM (como concentracién final en 100 pl) para medir la
isoforma inducible (iNOS).

- Agua, hasta completar el volumen final.

Los tubos se calientan a 372 C durante 30 minutos a partir de la incorporacion de 10 pl
de una disolucién de NADPH cuya concentracidn final es 0,75 mM. Durante este tiempo la NOS
va a transformar la L-arginina, tanto normal como tritiada, en L-citrulina. Una vez transcurridos
los 30 minutos se adiciona a cada tubo 400 pl de un tampdn frio compuesto por HEPES 0,1
M, EGTA 100 mM y L-citrulina 0,175 mg/ml, pH 5,5, lo que provoca la parada de la reaccién. De
los 500 pl resultantes de todo el proceso, 400 pl se pasan a través de una columna con resina
de intercambio ionico Dowex-50w en forma sddica, encargada de retener la L-(3H)-
arginina que no se transforma en L-citrulina y, posteriormente, se eluyen con 1,2 ml de agua.
La eficacia de retencidn de la L-(3H)-arginina por la columna es superior al 98 %.

Para cuantificar la cantidad de L-(3H)-citrulina formada se mide la radiacion emitida en
un contador B de centelleo liquido, mezclando 600 ul de eluido final con 4 ml de
liquido de centelleo. El valor de actividad total es proporcionado por la medida de 50 ul
de tampdn de incubacidn. La actividad enzimatica se expresa en picomoles de L-citrulina
formada por minuto de reaccién y dividida por los miligramos de proteinas presentes en la
muestra (pmol cit/min x mg prot).
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3.2.2 “Invitro” (ensayos con los compuestos sintéticos).

El protocolo se realizé de la misma manera que en la metodologia explicada “in vivo”
modificando la adicién de la fraccién mitocondrial o citosdlica por iNOS o nNOS recombinantes
(Alexis Biochemical®) (Bredt & Snyder, 1989)y la adicidn de los compuestos diluidos en etanol
10% a una concentracion final de 1mM, (concentracidn final de etanol en el medio de reaccidn
del 1%).

3.3 Determinacién de la actividad especifica de la NADH ubiquinona (CoQ)

oxidoreductasa (Complejo | de la CTE).

El método utilizado para determinar la actividad del complejo | de la CTE es una técnica
espectofotométrica que posee tres grandes ventajas:

e Al trabajar con particulas submitocondriales que conservan un perfecto estado
catalitico de la maquinaria enzimatica de la CTE, se pueden utilizar aceptores y donantes de
electrones enddégenos y artificiales.

e Se trata de técnicas colorimétricas, que presentan todas las ventajas de
selectividad, reproducibilidad y sensibilidad que derivan de las leyes de Lambert Beer.

e La caracteristica cromdéfora de los aceptores y donantes de electrones empleados
permite que la medida de actividad especifica en cada caso sea directa, siguiendo los
cambios de absorbancia experimentados.

Las fracciones mitocondriales (previamente descongeladas), se resuspenden en 180 ul
de medio de incubacién (sacarosa 250 mM, fosfato potdsico 50 mM, PH 7,4) y se sonican a 3
ciclos, 20%, 10 segundos (Sonuplus HD-2070) para obtener las particulas submitocondriales.
Alicuotas de cada muestra se usan tanto para la medida de los complejos como para
determinar la concentracion de proteinas (Bradford, 1976).

Protocolo:

Para determinar la actividad del complejo |, se incuban alicuotas de la fraccién
submitocondrial (0,6 mg/ml) durante 3 minutos a temperatura ambiente en un medio
gue contiene sacarosa 250 mM, fosfato potdsico 50 mM, PH 7,4, KCN 1 mM, decilubiquinona
50 uM y antimicina 0,8 uM, pH 7,4. La reaccién se inicia por la adicion de NADH 100 M
(volumen final de reaccién 500 pl) y la actividad del complejo | (expresada en nmol de NADH
oxidado/min mg prot) se mide siguiendo la oxidacion del NADH a 340 nm en un
espectofotometro de cubeta modelo UV1603 Shimadzu spectrophotometer (IZASA, Sevilla,
Espaia) (Estornell et al., 1993).
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3.4 Determinacién de la peroxidacion lipidica.

La medicién de LPO se hace utilizando un kit comercial (Bioxytech LPO-586;
CaymanChemical) que estd basado en la reaccion de un reactivo cromogeno, el N-metil-
2-fenilindol (NMFI), con el malonildialdehido (MDA) 6 4-hidroxinonenal (4-HNE), a una
temperatura de 452 C. Los niveles de MDA y 4-HNE asi medidos reflejan directamente
los niveles de LPO (Esterbauer & Cheeseman, 1990). La condensacidon de una molécula de
MDA 6 4-HNE con dos moléculas de NMFI produce un cromdforo estable que, en
presencia del acido metanosulfdnico tiene una absorbancia maxima a 586 nm.

Protocolo:

Cada fraccién mitocondrial se descongela, se resuspende en 270 pl agua y se sonica a 3
ciclos, 20%, 10 segundos (Sonuplus HD-2070) para romper las membranas mitocondriales. Las
alicuotas de estas muestras se guardan a -80 2C para determinar la concentracidn de proteinas
(Bradford., 1976) o se usan para calcular la LPO. En un tubo de vidrio, se colocan 200 pl de
muestra y 650 pl de un reactivo compuesto por NMFI 10.3 mM en acetonitrilo, y metanol, en
relaciéon 1:3 (v/v). Tras agitar durante 3-4 segundos, se afiaden 150 pl de 4&cido
metanosulfénico y cerramos los tubos. Inmediatamente, los introducimos en un bafio y
se incuban durante 40 minutos a 452 C. Transcurrida la incubacién se colocan los tubos en
hielo, se afnade 100 pl a cada pocillo de la placa y se mide la absorbancia a 586 nm en
un espectofotometro de placa (Bio-Tek Power-Wavex Microplate Scanning
Spectrophotometer).

Para construir la recta de calibrado se utilizan diluciones de concentracién conocida (2,5-
20 nmol/ml), a partir de una disolucién stock procedente del kit LPO-586. Todas las
determinaciones se hacen por duplicado. Los resultados son expresados en nmol MDA +
4HNE/mg prot.

Nota: Las mitocondrias obtenidas para la determinacién de la LPO son lavadas
dos veces al final de proceso de preparaciéon con tampdn de lavado (Tris-HCI 25 mM) para
eliminar cualquier resto posible de sacarosa, ya que ésta interfiere en la medida.

3.5 Western Blot de complejos respiratorios

Las mitocondrias aisladas de la SN y ST se resuspendieron en 0.5 mwm PMSF, 50
mM Tris/HCl (pH 7.6), 2 mm DTT, and 2.5% Glycerol. Se utilizaron 20 pg por cada muestra y se
realizd la electroforesis en gel SDS—12% PAGE, y transferida a una membrana PVDF Immun-
Blot™ (Biorad), se incubd siguiendo el protocolo y cocktail de anticuerpos suministrados en el
Kit Rodent Total OXPHOS Complexes Detection Kit (MitoSciences, Eugene, OR, USA). Las
interacciones protein-anticuerpo fueron detectadas con el anticuerpo secundario peroxidase-

conjugated mouse anti-mouse IgG antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), utilizando el

54



Material y Métodos

kit de deteccion de quimioluminiscencia SuperSignal® (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). La

cuantificacion de las proteinas se llevé a cabo mediante el software NIH ImageJ 1.37V.

3.6 RT-PCR de DNA mitochondrial y nuclear

En primer lugar se estrajo el DNA de las muestras de ST y SN. Para ello se incubaron con
Proteinasa-K hasta la completa digestion del tejido y después se traté con RNAsa y una mezcla
fenol-cloroformo-alcoholisoamilico (25/24/1). La fraccidén acuosa resultante se recogio en un
eppendorf aparte y se tratd con alcohol isoamilico haciéndose visibles el obillo de hebras del
DNA que fue cuidadosamente lavado con etanol 70% y resuspendido finalmente en agua libre
de RNAsas y DNAsas hasta una concentracion cercana a los 500 ng/ul (Spinazzola et al., 2006).
La RT-PCR se llevd a cabo en placas de 96 pocillos con Tagman® Master MIX (Universal PCR
Master Mix, MMX), la sonda y primers para mtDNA (Probe CO1-MGB-FAM, primer forward y
primer reverse) y la sonda y primers para el nDNA (Mouse GADP VIC-MGB) de Applied
Biosystem®. Se trata de una PCR a tiempo real (Strategene Mx3005P) con ordenador vy
software de andlisis (MxPro).

4. Analisis estadistico.

Los datos se expresan como la media * error estandar de la media (SEM) de cuatro a seis
experimentos por duplicado. Para el anadlisis estadistico, se ha realizado un analisis de la
varianza de una via (ANOVA de una via) seguido del test de comparacion multiple
Student-Newman-Keuls. Los datos de las figuras y el texto corresponden a la media * error
estandar de la media (SEM) de n datos, donde n representa el nimero de animales estudiados.
Un valor de P igual o inferior a 0.05 se ha considerado estadisticamente significativo.
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1. RESULTADOS ‘IN VITRO’.

En primer lugar, para el desarrollo de este estudio se ha llevado a cabo una clasificacién
de todos los compuestos analizados segun el porcentaje de inhibiciéon de cada farmaco sobre
la actividad nNOS e iNOS y ademas su grado de selectividad frente a dichas isoformas ‘in vitro’.

Posteriormente, se han seleccionado los compuestos con mayor capacidad de inhibicion
y con mayor selectividad respecto a las diferentes isoformas constitutiva e inducible, para su
posterior evaluacién ‘in vivo'.

1.1 SERIE DE INDAZOLES:

Se evalud la inhibicién de la actividad NOS, tanto neuronal como inducible, de la
siguiente serie de compuestos indazol, mostrando una mayor capacidad inhibitoria para la
iNOS en la mayoria de los derivados.

A continuacidn, en la tabla 2 se representa la estructura quimica y los pesos moleculares
de estos compuestos, asi como los porcentajes residuales sobre la actividad iNOS y nNOS
recombinantes.
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Tabla 2. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de los compuestos indazol.

% Actividad residual

Compuesto pm iNOS NOS
4 190.10 1.32+0.12 56.68 +0.32
5 132.16 22.59 +0.23 66.3 +1.23
6 168.14 25.73 £ 0.56 4793 +£2.2
7 168.14 30.78 £ 0.6 41.6 £ 2.12
9 213.14 8.01 £ 0.89 9.98 + 2.68
10 213.14 4.44 +1.09 14.59 + 1.38
11 186.13 19.93 +1.22 30.1+£2.84
18 208.00 10.66 + 1.43 97.88 + 3.22
19 134.00 44.89 +1.41 68.57 £ 2.75
20 170.12 51.93 +1.43 88.9 +3.29
21 170.12 10.87 £ 0.93 42.92 + 3.65
23 179.13 91.77 +1.42 81.07 + 2.47
24 215.11 8.97 £ 1.64 85.07 £ 3.29
25 232.12 37.41+1.89 98.23 +3.32
26 246.14 77.42 +1.63 93.66 + 4.2
27 260.17 61.27 + 2.04 98.79 +3.29
28 232.12 83.69+1.93 87.91+3.2
29 246.14 51.08 + 2.12 86.73 + 2.97
30 260.17 48.23 +1.23 97.46 £ 3.2
31 232.12 58 + 2.00 94.55 + 2.34
32 246.14 53.851+2.93 80.35+2.4
33 260.17 46.46 + 2.49 89.79+1.2
34 232.12 59.28 + 2.92 88.91+1.92
35 246.14 50.44 £ 3.21 94.91 +1.33
36 260.17 56.34 £ 3.76 94.44 +1.04

Las figuras 11 Ay 11 B muestran los cambios ordenados por grado de inhibicidén de la
actividad iNOS y nNOS respectivamente en presencia de los compuestos evaluados. La

mayoria de los compuestos presentan un mayor grado de inhibicidn de la actividad inducible

de la NOS con respecto a la nNOS. En cuanto a los inhibidores mas eficientes de la iNOS, por un

lado, podemos destacar los compuestos 4,10, 9, 24, 18 y 21 con una inhibicién que supera el

80%; y por otro lado los compuestos 11, 5, 6, 7 y 25 con una inhibicidn por encima del 60% de

la actividad iNOS.

Con respecto a la accién inhibitoria de estos derivados sobre la nNOS cabe destacar el

efecto de los compuestos 9, 10,11.
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Figura 11 A. Efectos de los derivados indazol en la actividad iNOS. * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs
NOSr.
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Figura 11 B. Efectos de los derivados indazol en la actividad nNOS. * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs
NOSr.

Estos resultados han sido objeto de la siguiente publicacion:

Indazoles as inhibitors of inducible nitric oxide synthase (iNOS): potency and selectivity versus
neuronal nNOS. R. M. Claramunt, C. Lopez, A. Lépez, C. Pérez-Medina, M. Pérez-Torralba, I. Alkorta, J.
Elguero, G. Escames, and D. Acuiia-Castroviejo. EIMC, 2010.
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ABSTRACT

The inhibition of neuronal and inducible nitric oxide synthases (nNOS and iINOS) by a
series of 36 indazoles has been evaluated, showing that most of the assayed derivatives
are better INOS than nNOS inhibitors. A parabolic model relating the INOS inhibition
percentage with the difference, E,, between stacking and apical interaction energies of
indazoles with the active site of the NOS enzyme has been established.

Keywords: indazoles, iINOS, nNOS, modeling
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1. Introduction

A family of enzymes known as nitric oxide synthases (NOS) catalyzes the oxidation of
L-arginine to L-citrulline and nitric oxide (NO), a molecule that plays an important role in the
regulation of blood pressure, neurotransmission, and the immune response. Three
isoforms of nitric oxide synthase have been identified in different tissues. Neuronal (nNOS)
and endothelial (eNOS) nitric oxide synthases are expressed constitutively and are
calcium/calmodulin dependent; inducible nitric oxide synthase (INOS) is expressed in
response to inflammatory or immunologic stimuli and its activity is independent of
calmodulin. All NOS isoforms are protoporphyrin IX heme enzymes and require NADPH,
FAD, FMN and tetrahydrobiopterin (H4B) as cofactors [1-4].

We present here the results of our investigation on the selectivity of inducible INOS
compared to constitutive NNOS of a series of indazoles depicted in Figure 1, in a similar
approach to that of the Pharmacia & Upjohn group did with U-19451A [5] where they
explored the INOS/NnNOS selectivity. Save the first three 7-nitro derivatives, 1-3, 3-
methylindazole (5), the three 3-bromo-7-nitro derivatives, 15-17, 3,7-dinitroindazole (18),
3-hydroxyindazole (19) and 3-hydroxy-7-nitroindazole (23), the remaining 26 indazoles
contain fluorine substituents. To date, only our group has explored the inhibitory activity of
fluoroindazoles against iINOS.

<Around here Figure 1>

This is our third paper on the inhibitory properties of indazoles against NOS. In the first
one [6], we reported the percentage of NNOS and iNOS inhibition of eleven indazoles at
1mM concentration: 1, 2, 3, 8, 12, 13, 14, 15, 16, 17 and 22, whose values will be used in
this paper. In the second one we proposed a theoretical model based on the stacking of

indazoles above the heme [7].



2. Results and discussion

2.1. In vitro NOS inhibition

The 36 indazoles studied in this article have been tested for their inhibitory properties
employing the method reported by Bredt et al. for the determination of the NOS activity
(section 4.2). The final concentration of indazole was 1 mM and the results of these
experiments are gathered in Table 1, along with the data regarding three indazoles 37-39
taken from the literature (Figure 2). 25 of these indazoles are studied for the first time;

each value reported in Table 1 is the average of three measurements.

<Around here Table 1 and Figure 2>

Some values of INOS and nNOS percentages of inhibition (marked ~) for compounds
37, 38 and 39 have been estimated. Bland-Ward and Moore described that the INOS
inhibitory properties of indazole itself (37) should be weak [8], and consequently we have
used a 45% value. The ICso mM values of 7-methoxyindazole (38) were established by
Boucher et al: nNOS = 1.5 and iINOS = 5.5 [11], and since the percentage of inhibition
against nNOS was known (80.0), [9] we have estimated the effect on iINOS to be similar
but slightly lower, 70 %. Vichard et al. [12] have reported the ICsp mM values for 7-
cyanoindazole (39): nNOS = 25 and iINOS = 110 (these much larger values determined by
a different technique should not be compared with those of other authors) and also for 7-
nitroindazole (1), nNOS = 25 and iNOS = 50. Therefore, we have used the same value for
NNOS (88 %, as for 1) and reduced the value for INOS to 80 %.

A perusal of Table 1 shows that the most potent iINOS inhibitors are, in decreasing

order, 4 (98.7) > 15 (97.0) > 10 (95.6) > 9 (92.0) > 24 (91.0) > 18 (89.3) > 21 (89.1) > 1



(84.0) > 8 (83.0) (Figure 3). Meanwhile the nNOS inhibitory potency decreases as follows:
15 (95.0) > 9 (90.0) > 1 (88.0) > 10 (85.4) (Figure 4).
<Around here Figure 3 and Figure 4>

Regarding selectivity we can say that, though most of them only very slightly, the
majority of the assayed indazoles are better INOS than nNOS inhibitors. At a
concentration of 1 mM, compounds 18 (40-fold selective), 14 (10-fold), 24 (6-fold) and 4
(2-fold) show good promise as possible INOS selective inhibitors. At the same
concentration, the other potent iINOS inhibitors (compounds 1, 9 and 15) also show high
potency versus nNOS and thus poor selectivity between the isoforms. However, these
compounds deserve to be studied more in depth before ruling out selectivity.

All indazoles bearing a carboxylic or an ester substituent, 25-36, proved to be
moderate INOS inhibitors and very weak nNOS ones, being 3-hydroxy-5,6,7-
trifluoroindazole-4-carboxylic acid (25) (INOS = 62.6%, nNOS = 1.8% - 35-fold selective)
the most promising candidate. A Free-Wilson analysis using presence-absence matrices
[13,14] of these 12 indazoles affords the values gathered in Table 2.

<Around here Table 2>

Coefficients in Table 2 indicate small sensitivity to the nature of R (H, CH3, C,Hs) and
the position (4, 5, 6, 7) of the substituent, but are always larger for INOS than for nNOS.

If one wants to exclude nitroaromatic compounds to avoid toxicity problems [15-17],
then the most interesting indazole is 4 distantly followed by 21 and 8. In fact 7-
cyanoindazole (39) and its 3-bromo derivative were prepared [12] to by-pass the

aforementioned problems shown by the nitroindazoles 1 and 15.

2.2. Chemistry



We have already reported the preparation and physicochemical properties of the
36 assayed compounds save those of 4, 18, 20, 21 and 24. 7-Nitroindazole (1) is
commercially available and was used without further purification. Compounds 5, 8, 11 and
12 can be found in reference 18 whereas indazoles 2, 3, 13, 14, 16, 17 and 22 in
reference 6. Difluoro-3-methylindazoles 6, 7, 9 and 10 are reported in reference 19 and 3-
hydroxyindazole (19) and 3-hydroxy-7-nitroindazole (23) in reference 20. Finally, trifluoro-
3-hydroxy-indazolecarboxylic acids and esters, 25-36, are described in reference 21.

In order to prioritize comparability over correct nomenclature, we have named all of
the compounds as substituted indazoles even in the case of the 3-hydroxy groups that in
accordance with IUPAC rules are indazol-3-ols. Also, for the sake of clarity we avoided the
use of the prefix 1H for unsubstituted indazoles in the text. See Table 1 for the full name of
all derivatives.

4,5,6,7-Tetrafluoroindazole (4) was prepared, not without difficulty, according to
Scheme 1.
<Around here Scheme 1>
When pentafluorobenzaldehyde (40) reacted with hydrazine in the standard conditions
to prepare indazoles, only azine 42 was isolated [22]. To obtain hydrazone 41 the reaction
was carried out in ethanol/water at low temperature and high-dilution. When 41 was
heated in toluene or N,N’-dimethylformamide the only product isolated was 42. These
failed attempts are in agreement with the results reported by Lukin et al [23] about the
difficulty to cyclize hydrazones derived from benzaldehydes when compared to those
derived from acetophenones, which could be due to an unfavorable conformation of the
former [24].
However, according to Lukin, the formation of indazoles from hydrazones occurs
through a hydrazine-hydrazone intermediate like 43 (in the original article without fluorine

substituents) that cyclizes into 3-hydrazineindazoline 44 to afford, after elimination of a



molecule of hydrazine, the desired indazole 4. Therefore, we carried out the reaction of 40
with an excess of hydrazine (1:5) and, although we obtained the desired product 4 in 13%
yield, we also isolated a large amount of the isomeric hydrazine-hydrazone 45.
3,7-Dinitroindazole (18) has been described in the literature by two different groups
both using the same synthetic approach (Scheme 2) involving the nitration of 7-
nitroindazole (1) to afford 2,7-dinitroindazole (46) that on heating in anisole [25] or amyl
alcohol [26] solution was converted into 18. We have followed the method described in
reference 25, with similar results to those reported.
<Around here Scheme 2>
3-Hydroxy-4,6-difluoroindazole (20) and 3-hydroxy-6,7-difluoroindazole (21) were
prepared in a similar way to other 3-hydroxyindazoles described in a previous paper [21]
(Scheme 3). Secondary products resulting from the nucleophilic replacement of the
fluorine atoms in para-position to the ester group were also detected.
<Around here Scheme 3>
Indazoles 20 and 21 have CAS Registry numbers (887567-77-3 and 1000343-93-0,
respectively) but only the first one appears to have been described in a patent [27].
Finally, nitration of compound 20 affords 3-hydroxy-4,6-difluoro-7-nitroindazole (24) in

good yield (Scheme 3).

2.3. Modeling studies

In our previous work we advocated the use of the difference E of stacking and apical
interaction energies between indazoles and porphyrines to estimate the inhibitory potency
of these compounds [7]. The model (Figure 5) was based on crystallographic studies [28-
30], replacing the Fe by Zn for computational ease. The NOS inhibitory activity (in

percentage) was related, in an exponential relationship, with the difference, E,., between



the stacking and the apical (lone-pair) interaction energies as follows: % inhibition = 104.0
— 2.21 x e®®®3Y A similar result was obtained using stacking energies instead of Eq..
Compound 14, Cy3HFgN,, due to its excessive size was excluded from the calculations.
<Around here Figure 5>
As shown in Figure 5, the interaction of indazoles with the active site of the NOS
enzyme involves not only stacking but hydrogen bonding (HB) of the N—H(indazole)---O=C
and N-H---N(indazole) types. Then, we explored a model including N—H HB acidity and N:
HB basicity using the thermodynamic acidity (AH) and basicity (PA or proton affinity), since
it is known that they are proportional for structurally related compounds [7,31,32]. Table 3
contains all the information we have gathered on this problem, including data for different
heterocycles (pyridine, imidazole and pyrazole) of known experimental basicity (PA) and
acidity (AH).
<Around here Table 3>
In order to check the validity of the calculated values before using them for
modelization purposes, we have carried out two comparative analyses making use of the
values we found in the NIST database [33]: pyridine basicity 930, imidazole basicity 942.8
and acidity 1466, pyrazole basicity 894.1 and acidity 1480, indazole basicity 900.8 and

acidity 1457 kJ mol™. Using these values, the following trendlines can be calculated:

PA = (75+38) + (0.92+0.04) basicity,

n =4, R? = 0.996 (differences +2.7 kJ mol™) Eq. 1

AH = (506+81) + (0.64+0.05) acidity,

n = 3, R? = 0.993 (differences —26 kJ mol™) Eq. 2



Although the experimental gas-phase acidities are systematically underestimated by
the calculations, they are proportional (Eg. 2) and therefore can be used in the models of
activity.

In a previous report, we related INOS activity with the E, for a total of eleven
indazoles, suggesting the existence of an asymptotic model [6]. Now, with a larger number
of compounds available, we consider that a parabolic model is a better fit than the former.
Parabolic relationships (corresponding to polynomial models of order 2) were introduced
by Hansch and soon became classical in medicinal chemistry [14,34,35].

Figure 6 represents the variation of iINOS inhibition percentage with E¢ after excluding
compounds 12 (3-trifluoromethyl-4,5,6,7-tetrafluoroindazole) and 21 (3-hydroxy-6,7-
difluoroindazole). The trendline corresponds to: INOS % inhibition = (95+3) — (0.24+0.12)
Erel — (0.036+0.005) E.¢%, n = 13, R? = 0.81, Eq. 3. The curve reaches its maximum (100%)
for values of E close to 0 (no experimental data correspond to it).

<Around here Figure 6>

The only other property that appears to have an effect on some inhibition data is the
thermodynamic basicity, PA. The acidity does not appear to have an influence of the
inhibitory properties. Equations 4, 5 and 6 can be calculated from the data reported in
tables 1 and 3, and although only the first one is significant, the other two suggest a

necessary criterion for selectivity INOS vs. nNOS: the indazole must have low basicity.

% iNOS = (189+67) — (0.22+0.11) E;e — (0.3020.07) (Erei?)/10 — (0.11+0.08) PA

n=13,R*=0.85 Egq.4

% NNOS = — (325+284) — (0.62:+0.26) (E.e)/10 + (0.50+0.32) PA

n=13,R*=0.35 Eq.5



Selectivity (A = % iINOS — % nNOS) = (365+205) — (0.72+0.42) Ee — (0.5520.28) PA

n=13,R*=0.48 Eq.6

3. Conclusions

For the first time the inhibitory properties of fluorinated indazoles against INOS have
been evaluated. From a library of 34 indazole derivatives we have identified a very potent
INOS inhibitor, 4,5,6,7-tetrafluoroindazole (4), a non-nitro derivative that constitutes a
promising candidate for future developments.

We advocate the use of computational modeling of the interaction between a large
series of indazole candidates with Zn-porphyrins and proceed to synthesize and test only
those that the model predicts to be active and selective. Even though these predictions are

not entirely precise they suffice to know where to address the research.

4. Experimental

4.1. Assay of INOS/nNOS activities

L-Arginine, L-citruline, N-(2-hydroxymethyl)piperazine-N'-(2-ethanesulfonic  acid)
(HEPES), DL-dithiothreitol (DTT), leupeptin, aprotinin, pepstatin, phenylmethylsulfonyl-
fluoride (PMSF), hypoxantine-9-3-D-ribofuranosid (inosine), ethylene glycol-bis-(2-
aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA), bovine serum albumin (BSA), Dowex-
50 W (50 x 8-200), FAD, NADPH and 5,6,7,8-tetrahydro-L-biopterin dihydrocloride (Hs-
biopterin) were obtained from Sigma-Aldrich Quimica (Spain). L-[*H]-arginine (58 Ci/mmol)
was obtained from Amersham (Amersham Biosciences, Spain). Tris(hydroxymethyl)-

aminometane (Tris-HCI) and calcium chloride were obtained from Merck (Spain).



For INOS activity determination, male Wistar rats (3-months old, 220-250 g) were
breed and kept in the University animal facility on a 12 h light/12 h dark cycle at 22 + 2 °C,
on regular chow and tap water until the day of the experiment. All experiments were
performed according to the Spanish Government Guide and the European Community
Guide for animal care. The experimental paradigm was published elsewhere [36]. Briefly,
three days before the experiment the jugular vein was cannulated under i.p. equithesin
anesthesia (1 mL/kg) for LPS administration. Rats were i.v. injected with 10 mg/kg b.w.
LPS (E. coli 0127:B8, Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) dissolved in 0.3 mL of saline. Six
hours after LPS injection, animals were killed by decapitation. Lungs were quickly
collected, washed, and frozen to —80 °C in liquid nitrogen. Pieces of lungs were
homogenized (0.1 g/mL) in ice-cold buffer (25 mM Tris, 0.5 mM DTT, 10 pg/mL pepstatin,
10 pg/mL leupeptin, 10 pg/mL aprotinin, 1 mM PMSF, pH 7.6) at 0-4 °C [37]. The crude
homogenate was centrifuged at 2,500 g at 4 °C for 5 min, and aliquots of the supernatant
were either stored at —80 °C for total protein determination [38] or used immediately for
NOS activity measurement.

For nNOS activity determination, untreated male Wistar rats (200—-250 g) were killed
by cervical dislocation and striata were quickly collected and immediately used to measure
nNNOS activity. Upon removal, tissues were cooled in an ice-cold buffer (25 mM Tris, 0.5
mM DTT, 10 pg/mL leupeptin, 10 pg/mL pepstatin, 10 pg/mL aprotinin, 1 mM PMSF, pH
7.6). Two striata were placed in 1.25 mL of the same buffer and sonicated (10 s x 6). The
crude homogenates were centrifuged 5 min at 1,000 g, and an aliquot of the supernatant
was frozen at —80 °C for total protein determination [38].

NOS activity was measured by the method of Bredt et al. [39], monitoring the
conversion of L-*H-arginine to L->H-citrulline. Enzyme activity was referred as pmol L->H-
citrulline/min/mg prot. The final incubation volume was 100 pL and consisted of 10 pL

sample added to prewarmed (37 °C) buffer to give a final concentration of 25 mM Tris, 1
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mM DTT, 30 uM Hs-biopterin, 10 uM FAD, 0.5 mM inosine, 0.5 mg/mL BSA, 0.1 mM
CaCly, 10 uM L-arginine and 40 nM L-3H-arginine, pH 7.6. The reaction was started by the
addition of 10 uL NADPH (0.75 mM final concentration) and continued for 30 min at 37 °C.
Control incubations were performed in absence of NADPH. The activity of INOS was
measured in the presence or absence of 10 mM EDTA. EDTA removes calcium from the
medium preventing the activation of nNOS; thus, in the presence of EDTA only iINOS
activity is detected. The reaction was stopped adding 400 uL of cold 0.1 M HEPES
containing 10 mM EGTA, 175 mM L-*H-citrulline, pH 5.5. The mixture was decanted onto a
2 mL column packed with Dowex-50W ion exchanger resin (Na* form) and eluted with 1.2
mL of water. L-*H-citrulline was quantified by liquid scintillation counting in a Beckman LS-
6000 system (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). The retention of L-*H-arginine in this
process was greater then 98%.

A total of 25 compounds were assayed for nNOS/INOS activities: 4,5,6,7-
tetrafluoro-1H-indazole (4); 3-methyl-1H-indazole (5); 3-methyl-4,6-difluoro-1H-indazole
(6); 3-methyl-6,7-difluoro-1H-indazole (7); 3-methyl-4,6-difluoro-7-nitro-1H-indazole (9); 3-
methyl-6,7-difluoro-5-nitro-1H-indazole (10); 3-trifluoromethyl-1H-indazole (11); 3,7-dinitro-
1H-indazole (18); 3-hydroxy-1H-indazole (19); 3-hydroxy-4,6-difluoro-1H-indazole (20); 3-
hydroxy-6,7-difluoro-1H-indazole (21); 3-hydroxy-7-nitro-1H-indazole (23); 3-hydroxy-4,6-
difluoro-7-nitro-1H-indazole (24); 3-hydroxy-5,6,7-trifluoro-1H-indazole-4-carboxylic acid
(25); 3-hydroxy-5,6,7-trifluoro-1H-indazole-4-carboxylic acid methyl ester (26); 3-hydroxy-
5,6,7-trifluoro-1H-indazole-4-carboxylic acid ethyl ester (27); 3-hydroxy-4,6,7-trifluoro-1H-
indazole-5-carboxylic acid (28); 3-hydroxy-4,6,7-trifluoro-1H-indazole-5-carboxylic acid
methyl ester (29); 3-hydroxy-4,6,7-trifluoro-1H-indazole-5-carboxylic acid ethyl ester (30);
3-hydroxy-4,5,7-trifluoro-1H-indazole-6-carboxylic acid (31); 3-hydroxy-4,5,7-trifluoro-1H-
indazole-6-carboxylic acid methyl ester (32); 3-hydroxy-4,5,7-trifluoro-1H-indazole-6-

carboxylic acid ethyl ester (33); 3-hydroxy-4,5,6-trifluoro-1H-indazole-7-carboxylic acid
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(34); 3-hydroxy-4,5,6-trifluoro-1H-indazole-7-carboxylic acid methyl ester (35); 3-hydroxy-
4,5,6-trifluoro-1H-indazole-7-carboxylic acid ethyl ester (36). Except when indicated, the

concentration of these compounds used in the NOS assays was 1 mM.

4.2. Chemistry

Melting points for compounds 4, 20, 21 and 24 were determined by DSC on a Seiko
DSC 220C connected to a Model SSC5200H Disk Station while for compounds 18, 41, 42
and 45 a ThermoGalen hot stage microscope was used. Thermograms (sample size
0.003-0.0010 g) were recorded at a scanning rate of 2.0-5.0 °C min™ . Thin-layer
chromatography (TLC) was performed with Merck silica gel (60 F2s4). Compounds were
detected with a 254-nm UV lamp. Silica gel (60-320 mesh) was employed for routine
column chromatography separations with the indicated eluent. Elemental analyses for
carbon, hydrogen, and nitrogen were carried out on a Perkin—Elmer 240 analyzer. Exact
Mass was determined on a Q-TOF LC/MS 6520 (Agilent Technologies) equipment using
ESI+.

Solution spectra were recorded, at 300 K save specified, on a Bruker DRX 400 (9.4
Tesla, 400.13 MHz for *H, 376.50 for *°F, 100.62 MHz for **C and 40.56 MHz for °N)
spectrometer with a 5-mm inverse detection H-X probe equipped with a z-gradient coil for
'H, Cc and N. For ®F NMR experiments, a 5-mm inverse detection QNP probe
equipped with a z-gradient coil was used. Chemical shifts (6 in ppm) are given from
internal solvents, CDCl; (7.26), DMSO-dg (2.49), THF-dg (3.58) and CDsCN (1.93) for *H
and CDCl; (77.0), DMSO-ds (39.5), THF-ds (67.4) and CDsCN (1.4 and 118.7) for **C. And
external references, CFCl; (0.00) for *°F and CH3sNO, (0.00) for **N NMR were used. 2D
(*H='H) gs-COSY and inverse proton detected heteronuclear shift correlation spectra, (*H—

13¢) gs-HMQC, (*H-**C) gs-HMBC, (*H-'°N) gs-HMQC, and (*H-'°N) gs-HMBC, were
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acquired and processed using standard Bruker NMR software and in non-phase-sensitive
mode [40]. Gradient selection was achieved through a 5% sine truncated shaped pulse
gradient of 1 ms. Variable temperature experiments were recorded on the same
spectrometer. A Bruker BVT3000 temperature unit was used to control the temperature of
the cooling gas stream and an exchanger to achieve low temperatures.
4,5,6,7-Tetrafluoro-1H-indazole (4)

In a three-neck round-bottom flask equipped with a reflux condenser, 98% hydrazine
monohydrate (0.70 g, 14 mmol) was dissolved in THF (200 mL). The flask was placed in a
bath of ice/water and 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehyde (40) (0.55 g, 2.8 mmol) dissolved
in THF (150 mL) was added dropwise. The mixture was then stirred at 70 °C for 48 hours.
The solution was decanted and solvent removed under reduced pressure to obtain a
yellowish solid which was suspended in hexane. The solid was filtered, washed with
chloroform and discarded (0.29 g). In the mother liquor the product together with 2,3,5,6-
tetrafluoro-4-(hydrazonomethyl)phenyl)hydrazine (45) was present. The separation of
these two components was carried out by column chromatography on silica gel with
hexane/diethyl ether 20:1 to afford 4 (70 mg, 13%) as a white solid. Mp 191.5 °C (DSC).
Anal. Calcd for C;H,F4N2: C, 44.23; H, 1.06; N, 14,74. Found: C, 44.34; H, 1.17; N, 14.62.
'H NMR (CDCl3) §10.79 (br s, 1H, NH), 8.24 (d, °Jg; = 3.1, 1H, H3); **F NMR (CDCls) & —
145.5 (dd, 3Jgs = 18.9, *Jg; = 18.9, F4), —165.5 (ddd, 3Jzs = 18.9, 3Jps = 18.9, I = 2.2,
F5), —156.9 (dd, 3Jrs = 18.9, 3Jr7 = 18.9, F6), —159.0 (dd, 3Jrs = 18.9, *Jg4 = 18.9, F7); 3C
NMR (THF-dg) 6 132.2 (d, 'J = 194.9, C3), 111.4 (dd, 2J = 20.8, 3J = 3.2, C3a), 139.6
(dddd, 1J = 250.1, 23 = 11.4, 3 = %) = 3.8, C4), 135.8 (ddd, *J = 242.7, 2] = 2) = 15.5, C5),
139.8 (dddd, 13 = 247.6, 23 =23 = 15.1, 3J= 2.5, C6), 132.7 (ddd, 1J = 250.9, 21 =14.7, %) =
4.1, C7), 126.3 (ddd, 2J = 15.4, 3] = 6.6, %J = 3.5, C7a); ®N NMR (THF-dg, T = 207 K) §—

201.1 (N1), -58.6 (N2).
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2,3,5,6-Tetrafluoro-4-(hydrazonomethyl)phenyl)hydrazine (45) was obtained as a
yellow solid. Mp > 300 °C. Exact mass (ESI+) calc for C;HgFsNs 222.0529, found
222.0527. *H NMR (DMSO-dg) & 7.62 (s, 1H, -CH=N-), 7.11 (s, 2H, H,N-NH-C1), 6.94 (s,
1H, -NH-), 4.46 (br s, 2H, =N-NH,); °F NMR (DMSO-dg) 5§-147.9 (m, F3 and F5), -159.3
(m, F2 and F6); *C NMR (DMSO-ds) & 143.9 (ddd, *J = 246.6, 2J= 12.7, )= 3.4, C3 and
C5), 136.8 (ddd, *J = 239.2, 2J= 15.3, °J= 3.8, C2 and C6), 129.8 (dd, 2J = 2J = 10.0, C1),
126.1 (-CH=), 103.5 (dd, 2J = 2J = 13.2, C4).

Reaction of 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehyde (40) with hydrazine monohydrate in
toluene leads to 2-bis(perfluorobenzylidene)hydrazine (42), obtained after purification by
column chromatography on silicagel with hexane/ethyl acetate 40:1 and crystallization in
chloroform as yellow needles (62%). Mp 124-130 °C (lit. [22] 131 °C). *H NMR (CDCls) &
8.76 (s, 1H, -CH=N-); *C NMR (CDCl;) 6 108.9 (m, C1), 137.9 (dm, C3 and C5), 142.9
(dm, C2 and C6), 146.0 (dm, C4), 152.3 (d, -CH=N-); °F NMR (CDCls) 5§ -161.5 (m, F3,
F3, F5 and F5’), —148,9 (m, F4 and F4’), —139,0 (m, F2, F2’, F6 and F&’). If the reaction of
2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehyde (40) was carried out with hydrazine monohydrate in
ethanol/water at low temperature and high-dilution, perfluorobenzylidenhydrazine (41) was
obtained as a white solid (89%). Mp 68-9 °C (lit. [22] 68 °C).'"H NMR (CDCls) 56.00 (s, 2H,
NH,), 7.70 (s, 1H, -CH=N-); *C NMR (CDCls) § 110.4 (m, C1), 128.7 (d, -CH=N-), 137.8
(dm, C3 and C5), 140.5 (dm, C2 and C8), 144.5 (dm, C4); **F NMR (CDCls) 6§ -163.2 (m,
F3 and F5), —-155.7 (m, 1F, F4), -144.2 (m, F2 and F6).
3,7-Dinitro-1H-indazole (18)

This compound was prepared according to reference 25 and obtained as a yellow
solid. Mp 220-222 ° C (Lit. [25] 220 °C). *H NMR (CD3CN) &5 12.83 (br s, 1H, NH), 7.65 (t,
1H, 33 = 8.0, H5), 8.48 (d, 1H, 3J = 7.9, H6), 8.62 (d, 1H, 3J = 8.1, H4); *C NMR (CD3CN)
5151.5 (m, C3), 120.2 (d, 2J = 9.5, C3a), 130.3 (dd, 1J = 171.7, °J = 8.6, C4), 126.4 (d, 1J

= 168.7, C5), 126.8 (ddd, *J = 168.5, 2J = 2.3, 3] = 8.6, C6), 134.9 (m, C7), 135.4 (dd, 3J =
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%) = 6.7, C7a); ®N NMR (CDsCN) & -14.2 (NO,), the other nitrogen atoms were not
detected.
General Procedure for Esterifications

A solution of 2,4,6-trifluorobenzoic acid (47) or 2,3,4-trifluorobenzoic acid (48) (0.3 g,
1.7 mmol) in dry methanol (10 mL) was prepared in a three-necked, round-bottom flask
fitted with a reflux condenser and a calcium chloride tube. The flask was placed in an
ice/water bath, thionyl chloride (1.4 mL) was then added dropwise, and the mixture was
heated at 60—65 °C for three days under argon. After removal of solvent, the resulting
residue was purified by extraction with pentane in the case of 49 and using column
chromatography on silica gel (hexane/diethyl ether 6:1) for 50.

Methyl 2,4,6-trifluorobenzoate (49): Colorless oil, yield 85% (lit.[41] Bp 105-110
°C/15 mm Hg). *H NMR (CDCls) 6 3.94 (s, 3H, OCHs), 6.72 (dd, J =33 = 8.3, 2H, H3 and
H5).

Methyl 2,3,4-trifluorobenzoate (50): Colorless oil, yield 81%. *H NMR (CDCls) & 3.95
(s, 3H, OCHj3), 7.03 (m, 1H, H6), 7.74 (m, 1H, H5).
3-Hydroxy-4,6-difluoro-1H-indazole (20)

In a three-neck round-bottom flask equipped with a reflux condenser, methyl 2,4,6-
trifluorobenzoate (49) (0.20 g, 1.1 mmol) was dissolved in tetrahydrofuran (20 mL); then, a
solution of 98% hydrazine monohydrate (0.15 g, 3.0 mmol) in ethanol (10 mL) was added
dropwise. The mixture was heated at 70 °C for 24 h. After cooling at room temperature,
the solution was decanted and the organic solvent evaporated under vacuum. The solid
residue was washed with dichloromethane and dried to afford 20 (0.13 g, 76%) as a white
solid. Mp 293.5 °C. Anal. Calcd for C7H4F2N,O: C, 49.42; H, 2.37; N, 16.47. Found: C,
49.44; H, 2.49; N, 16.27. *H NMR (DMSO-dg) 5 11.8 (br s, 1H, NH), 10.9 (br s, 1H, OH),
6.71 (ddd, 3Jrs = 3Jes = 10.3, Y7 = 1.9, 1H, H5), 7.09 (dd, 3Jrs = 9.2, “Jus = 1.9, 1H, H7);

F NMR (DMSO-dg) 6 —115.9 (dd, 3Jus = 9.6, “Je = 8.4, F4), —=111.6 (br s, F6); *C NMR
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(DMSO-dg) §153.6 (s, C3), 98.9 (d, 2J = 20.2, C3a), 155.7 (dd, *J = 253.3, %J = 16.7, C4),
94.4 (dd, 2J = 30.5, 2J = 23.3, C5), 161.8 (dd, *J = 242.7, 33 = 11.7, C6), 92.0 (dd, 2J =
26.1, % =4.7, C7), 143.6 (dd, *J = 15.1, 3J = 10.3, C7a); >N NMR (THF-dg, T = 207 K) 6 —
224.1 (N1, '3 =107.1), -117.9 (N2).

3-Hydroxy-6,7-difluoro-1H-indazole (21)

In a three-neck round-bottom flask equipped with a reflux condenser, methyl 2,3,4-
trifluorobenzoate (50) (0.21 g, 1.1 mmol) was dissolved in toluene (10 mL), then, a solution
of 98% hydrazine monohydrate (0.24 g, 4.7 mmol) in ethanol (10 mL) was added
dropwise. The mixture was heated at 80 °C for 24 h. After cooling at room temperature 5
mL of toluene were added, the solution was decanted and the organic solvent evaporated
under vacuum. The solid residue was washed with pentane and 0.16 g of a crude solid
was obtained. After silica gel chromatography with (hexane/ethyl acetate 3:1), 21 was
obtained (0.11 g, 60%) as a white solid. Mp 237.3 °C (DSC). Anal. Calcd for C;H4F2N0O:
C, 49.42; H, 2.37; N, 16.47. Found: C, 49.43; H, 2.61; N, 16.01. *H NMR (DMSO-dg) o
12.1 (br s, 1H, NH), 11.0 (br s, 1H, OH), 7,43 (ddd, 3Jus = 8.8, “Jrs = 4.4, °Jr7 = 0.7, 1H,
H4), 6.99 (ddd, 3Jgs = 11.0, 3Jus = 8.8, “Jg7 = 6.6, 1H, H5); *°F NMR (DMSO-dg) 5 —145.2
(ddd, 3Jg7 = 20.3, 3Jus = 10.9, “Jus = 3.1, F6), —158.7 (dd, 3Jrs = 20.3, “Jus = 6.5, F7); °C
NMR (DMSO-dg) §155.9 (s, C3), 112.7 (d, 3J = 4.3, C3a), 116.5 (dd, 2J = 9.6, 3J = 4.5,
C4), 109.1 (d, 2J = 21.0, C5), 148.2 (dd, *J = 241.2, 3J= 9.0, C6), 135.0 (dd, 1J = 247.3, 3J
= 16.3, C7), 131.7 (dd, 2J = 11.6, 3J = 3.6, C7a); "N NMR (THF-dg, T = 207 K) § —234.4
(N1), -115.1 (N2).
3-Hydroxy-4,6-difluoro-7-nitro-1H-indazole (24)

A round-bottomed flask containing 3-hydroxy-4,6-difluoro-1H-indazole (20) (0.06 g,
0.35 mmol) and potassium nitrate (0.04 g, 0.4 mmol) was placed in an ice-water bath.
Then, concentrated sulphuric acid 95-98% conc. (0.8 mL, d =1.84 g/mL) was added

dropwise, and the mixture kept at 0-4 °C for 1h. The mixture was stirred at room
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temperature for 24 h and poured into ice-water (5 mL). The solution was extracted with
ethyl acetate (3 x 20 mL), dried with anhydrous sodium sulfate and solvent was removed
under reduced pressure to afford a yellow solid. The product was purified by silica gel
chromatography with (hexane/ethyl ether 4:1), to afford 24 (0.045 g, 60%) as a yellow
solid. Mp 217.4 °C (DSC). Anal. Calcd for CgHgF2N30,: C, 39.08; H, 1.41; N, 19.53; Found:
C, 39.36; H, 1.61; N, 19.00. *H NMR (DMSO-dg) 512.8 (br s, 1H, NH), 11.7 (br s, 1H, OH),
7.13 (dd, 3Jps = 12.4, 3Jes = 9.9, 1H, H5); *F NMR (DMSO-dg) 6§ =101.2 (dd, *Jrs = 17.7,
3Jus = 9.8, F4), —=110.3 (br s, F6); *C NMR (DMSO-dg) & 154.6 (s, C3), 101.5 (d, 2J =
20.1, C3a), 159.2 (dd, *J = 265.4, 3J = 16.8, C4), 96.4 (dd, 2J = 28.7, 2J = 25.5, C5), 158.4
(dd, *J = 265.9, %J= 14.4, C6), 118.6 (dd, 2J = 8.8, “J = 5.0, C7), 136.2 (dd, 3 = 11.3, %3 =
2.5, C7a); >N NMR (THF-dg, T = 207 K) 6-216.3 (*J = 112.3, N1), —112.4 (N2), the NO;

signal was not detected.

4.3. Statistical analysis

Data are expressed as the mean £+ SEM. One-way analysis of variance, followed by
the Newman-Keuls multiple range test was used. A P < 0.05 value was considered

statistically significant.

4.4. Computational details

The geometry of the systems was initially optimized at the MO05-2x/6-311+G(d)
computational level [42,43]. This functional has shown to provide a good description for a
large variety of molecular interaction complexes [44,45]. Frequency calculations at this
computational level were performed to confirm that the structures obtained correspond to

energetic minima. All these calculations were carried out within the Gaussian 03 package
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Table 1

INOS and nNOS % inhibition in the presence of indazoles. Values from reference 6 are
underlined. Except when indicated, the concentration of these compounds used in the
NOS assays was 1 mM.

Compound INOS nNOS
1 (7-nitro-1H-indazole) 84.0 88.0
2 (1-methyl-7-nitro-1H-indazole) 25.0 27.3
3 (2-methyl-7-nitro-2H-indazole) 36.0 29.0
4 (4,5,6,7-tetrafluoro-1H-indazole) 98.7 43.3
5 (3-methyl-1H-indazole) 77.4  33.7°
6 (3-methyl-4,6-difluoro-1H-indazole) 74.3 52.1
7 (3-methyl-6,7-difluoro-1H-indazole) 69.2 58.4
8 (3-methyl-4,5,6,7-tetrafluoro-1H-indazole) 83.0 63.0
9 (3-methyl-4,6-difluoro-7-nitro-1H-indazole) 92.0 90.0
10 (3-methyl-6,7-difluoro-5-nitro-1H-indazole) 95.6 85.4
11 (3-trifluoromethyl-1H-indazole) 80.1 69.9
12 (3-trifluoromethyl-4,5,6,7-tetrafluoro-1H-indazole) 21.0 41.0
13 (3-phenyl-4,5,6,7-tetrafluoro-1H-indazole) 37.0 11.0
14 (3-pentafluorophenyl-4,5,6,7-tetrafluoro-1H-indazole) 80.0 8.0
15 (3-bromo-7-nitro-1H-indazole) 97.0 95.0
16 (1-methyl-3-bromo-7-nitro-1H-indazole) 10.0 22.0
17 (2-methyl-3-bromo-7-nitro-2H-indazole) 7.0 29.0
18 (3,7-dinitro-1H-indazole) 89.3 2.1
19 (3-hydroxy-1H-indazole) 55.1  31.4°
20 (3-hydroxy-4,6-difluoro-1H-indazole) 48.1 11.1
21 (3-hydroxy-6,7-difluoro-1H-indazole) 89.1 57.1
22 (3-hydroxy-4,5,6,7-tetrafluoro-1H-indazole) 6.0 23.0
23 (3-hydroxy-7-nitro-1H-indazole) 8.2 18.9
24 (3-hydroxy-4,6-difluoro-7-nitro-1H-indazole) 91.0 14.9
25 (3-hydroxy-5,6,7-trifluoro-1H-indazole-4-carboxylic acid) 62.6 1.8
26 (3-hydroxy-5,6,7-trifluoro-1H-indazole-4-carboxylic acid methyl ester) 22.6 6.3
27 (3-hydroxy-5,6,7-trifluoro-1H-indazole-4-carboxylic acid ethyl ester) 38.7 1.2
28 (3-hydroxy-4,6,7-trifluoro-1H-indazole-5-carboxylic acid) 16.3 12.1
29 (3-hydroxy-4,6,7-trifluoro-1H-indazole-5-carboxylic acid methyl ester) 48.9 13.3
30 (3-hydroxy-4,6,7-trifluoro-1H-indazole-5-carboxylic acid ethyl ester) 51.8 2.5
31 (3-hydroxy-4,5,7-trifluoro-1H-indazole-6-carboxylic acid) 42.0 54

32 (3-hydroxy-4,5,7-trifluoro-1H-indazole-6-carboxylic acid methyl ester) 46.2 19.7
33 (3-hydroxy-4,5,7-trifluoro-1H-indazole-6-carboxylic acid ethyl ester) 53.5 10.2

34 (3-hydroxy-4,5,6-trifluoro-1H-indazole-7-carboxylic acid) 40.7 11.1
35 (3-hydroxy-4,5,6-trifluoro-1H-indazole-7-carboxylic acid methyl ester) 49.6 5.1
36 (3-hydroxy-4,5,6-trifluoro-1H-indazole-7-carboxylic acid ethyl ester) 43.7 5.6
37 (1H-indazole) [8] ~45 11.2
38 (7-methoxy-1H-indazole) [9] ~70 80.0
39 (7-cyano-1H-indazole) [12] ~80 ~88

& The related 3-ethyl-1H-indazole has a % of NNOS inhibition of 18.8 [8].
P 3-Hydroxy-1H-indazole (19) is inactive towards nNOS (ICso (uM) > 1000) [6,10].
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Table 2

Contribution of the different substituents and positions to the activity of the 12 indazoles

bearing a CO2R substituent

Substituent iINOS nNOS
CO,H 4047 8+3
CO,CHs53 42+7 1143
CO,C,Hs 47+7 5+3
R? 0.93 0.76
4-CO,R 41+8 343
5-CO,R 39+8 9+3
6-CO,R 47+8 12+3
7-CO,R 45+8 7+3
R? 0.93 0.80

Table 3

PA (basicity), AH (acidity), E; stacking energies, E; apical energies, E. (Ei stacking — E;
apical). M05-2x/6-311+G(d) calculations including BSSE. All values in kJ mol™

Ligand PA AH Stacking Apical Erel
Pyridine  927.8 - eeeee e e
Imidazole 945.5 1489.0 - e e
Pyrazole 891.4 1513.0 - e e

1 860.2 1446.8 -41.1 -60.0 18.9
4 839.2 1409.0 —63.6 -73.1 9.5
5 918.3 1482.2 -82.7 -56.7 -26.0
8 862.7 1416.2 —-45.4 —66.6 21.2
9 858.8 1424.5 -75.3 —-74.4 -0.9
10 844.4 1382.5 —78.8 -78.4 -0.4
12 803.9 1358.5 -45.0 -49.7 4.7
15 843.3 1408.1 -44.9 -55.7 10.8
18 793.7 1358.4 -54.4 -43.5 -10.9
19 901.4 1477.0 -92.7 -55.1 -37.6
21 872.0 1444.8 -61.4 -91.2 29.8
24 849.4 1417.0 -88.4 -75.1 -13.3
37 898.7 1477.9 -36.7 —-68.5 31.8
38 911.2 1487.8 —-62.8 -76.2 13.4
39 859.2 1428.4 -57.5 -72.8 15.3
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Figure 4. Percentage of residual activity of nNOS in the presence of the tested
compounds.
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Figure 5. Different interaction modes of indazoles with Zn-porphyrins.
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Figure 6. Variation of the percentage of INOS inhibition with Eg.
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*Research Highlights

Research highlights

1) synthetic indazoles are good inhibitors of NOS isoforms

2) a fluorine atom in the molecule increases the inhibitory potency against NOS
3) 4,5,6,7-tetrafluoroindazole is a potent and selective INOS inhibitor

4) a parabolic model relates the interaction between inhibitory indazoles and

INOS
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1.2 SERIE DE LAS TIADIAZOLINAS.

En la tabla 3 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos
actividad iNOS y nNOS

compuestos, asi como los porcentajes residuales
recombinantes.

R1

o

N/N

/

NH,

sobre

R2
CH;

CH,CH;,

la

Tabla 3. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de los compuestos tiadiazolinas.

0, 1 [+) H

Codigo R, R, om % ritle\ls(l)dsual % :el\.:»;i:al
QFF-301 H CH3 263.36 57.16 + 2.33 76.33 +3.3
QFF-302 H C2H5 277.39 70.01+1.23 70.5+2.13
QFF-303 H C3H7 291.41 64.21 + 1.65 75.74 + 2.43
QFF-304 H C4H9 275.37 65.21 + 0.64 53.42 + 1.58
QFF-305 H c-C3H5 289.4 52.8 + 0.54 64.8 + 0.32
QFF-306 H c-C4H7 303.42 57.11+1.04 61.73 £ 2.32
QFF-307 H c-C5H9 317.45 69.31 + 2.35 86.1+ 1.89
QFF-308 H c-C6H11 311.4 72.74 + 3.23 82.36 £ 1.37
QFF-309 H C6H5 279.356 82.68 £ 3.12 65.78 £ 0.43
QFF-310 OCH; CH3 293.383 61.09 £ 2.03 60.82 £ 1.03
QFF-311 OCHs3 C2H5 307.41 68.76 £ 2.04 73.72 £ 2.04
QFF-312 OCHs3 C3H7 319.42 71.39+1.23 54.92 + 0.34
QFF-313 OCHs C4H9 333.45 62.42 + 0.32 105.03 £+ 4.23
QFF-314 OCHs3 c-C3H5 347.47 32.83+0.21 77.87 £ 1
QFF-315 OCHs3 c-C4H7 341.43 78 £ 1.25 104.24 + 3.23
QFF-316 OCHs3 c-C5H9 283.77 70.75 +£2.87 109.84 + 4.74
QFF-317 OCHs c-C6H11 379.8 69.6 £ 3.26 78.18 £+ 1.73
QFF-318 OCHs C6H5 311.83 67.76 £ 1.98 94.97 + 2.48
QFF-319 cl CH3 325.85 78.17 £ 1.23 96.8 £ 3.87
QFF-320 cl C2H5 309.81 61.7 £1.76 97.37 £ 3.29
QFF-321 cl C3H7 323.84 32.93+0.45 67.52 £ 1.93
QFF-322 cl C4H9 337.87 69.63 £ 0.23 93.68 + 2.98
QFF-323 cl c-C3H5 351.89 73.19 + 1.58 106.13 + 3.28
QFF-324 cl c-C4H7 347.86 71.66 +1.33 104.84 + 3.85
QFF-325 cl c-C5H9 263.36 78.84 + 1.38 103.03 + 3.47
QFF-326 cl c-C6H11 277.39 70.72 + 2.38 99.39+2.47
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Resultados

. % residual % residual
Codigo Re Rz pm iNOS nNOS
QFF-327 Cl C6H5 291.41 77.85+1.04 90.97 + 1.57

La figura 12 A muestra los cambios en la actividad iNOS en presencia de las tiadiazolinas
evaluadas. Entre estos compuestos destancan el QFF-314 y el QFF-321 como los mas potentes
en inhibicion de la iNOS.
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Figura 12 A. Efectos de los derivados tiadiazolinas (1 mM) sobre la actividad iNOS. *
P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs NOSr.

La figura 12 B muestra los cambios en la actividad nNOS en presencia de estos
compuestos. La maxima inhibicion de la nNOS en este grupo se alcanzé con los
compuestos QFF-304 y QFF-312, mientras que en ninguno de los casos el porcentaje de
inhibicién superd el 50%, por lo que podemos decir que esta serie presenta una inhibicién de
la nNOS frente a la iNOS bastante menor.
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Figura 12 B. Efectos de los derivados tiadiazolinas (1 mM) sobre la actividad nNOS. *

P<0.05, ** P<0.01y *** P<0.001 vs NOSr.

1.3 SERIE DE LOS PIRROLES.

En la tabla 4 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos

compuestos, asi como los porcentajes residuales sobre la actividad iNOS y nNOS

recombinantes.

E Y

N
Ry

CONHR

NH,

Tabla 4. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de los compuestos pirroles.

.y % residual % residual
Codigo R R1 pm iNOS ANOS
QFF-205 CHs3 H 215.251 67.32+2.78 112.79+0.21
QFF-212 Ph H 269.342 47.21+1.70 94.64 + 3.19

La figura 13 muestra los cambios en la actividad nNOS e iNOS en presencia de estos

compuestos. Los derivados QFF-205 y QFF-212 inhiben la actividad iNOS, mientras que no

alteraran la actividad nNOS.
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Figura 13 Efectos de los compuestos QFF-205 y QFF-212 (1 mM) sobre la actividad nNOS
(derecha) e iNOS (izquierda). * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs NOSr.

1.4 SERIE DE LOS DERIVADOS ACIDO Y ESTER DE PIRROLES.

A continuacién se representan las estructuras quimicas de los compuestos y la tabla .....
con los resultados de actividad residual sobre las dos isoformas de la NOS recombinantes.

El primero (QFF-338) es el acido libre, que pudiera ser el metabolito comun de los
compuestos pirrolitico con R1 = Hs, producido po hidrdlisis de la amida En la tabla 5 se
representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos derivados, asi como los
porcentajes de inhibicion sobre la nNOS e iNOS.

El compuesto QFF-339 se trata de un éster en lugar de una amida que por hidrdlisis
generara también el acido libre QFF-338.

OH
N\ OEt
[ N I\
o N
H N o)
QFF338 QFF339
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Tabla 5. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS del dcido (QFF-338) y éster (QFF-339) de
pirrol.

Caddigo pm % residual % residual
iNOS nNOS

QFF-338 246.32 62.53 +1.98 99.12 +2.35

QFF-339 286.54 72.78 £1.23 86.89 £ 3.23

La figura 14 muestra que los compuestos de esta serie inhiben significativamente la
actividad iNOS mientras que apenas modifican la actividad nNOS.

120 120

Actividad iNOS (%actividad residual)
Actividad nNOS (%.actividad residual)

iINOSr 338 339 nNOSr 338 339

Codigo del compuesto Codigo del compuesto

Figura 14. Efectos de los compuestos QFF-338 y QFF339 (1 mM) sobre la actividad iNOS (a
la izquierda) y nNOS (a la derecha). * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs NOSr.

1.5 SERIE DE LOS PIRROLES SIN AMINO.

En la tabla 6 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos
compuestos, asi como los porcentajes residuales sobre la actividad iNOS y nNOS
recombinantes.

[ \_ R,

Iz
o
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Resultados

Tabla 6. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de los pirroles sin grupo amino.

Codigo R, pm % residual % residual
iNOS nNOS

QFF-328 -NH-(CH3),-CHs 228 88.3+3.12 66.22 + 0.54
QFF-329 -Ph 254 91.03 + 2.03 84.76 +1.04
QFF-330 -NH-CgH11 268 62.42 +2.04 95.32+2.35
QFF-331 -NH-(CH,)3-CHs 242 75.35 +1.23 74.31 + 3.23
QFF-332 NH- C3Hs 240 75.81 £ 0.32 95.46 + 3.12
QFF-333 -NH-C4H; 200 87.97 +0.21 73.23 £ 1.65
QFF-334 -NH-CH; 240 77.4+1.25 106.72 £ 0.64
QFF-335 -NH-(CH3),-CHs 276 62.32 £ 2.87 80.99 + 0.54
QFF-337 -OH 228 66.02 + 3.26 82.31+1.04

La figura 15 muestra como todos los compuestos evaluados inhiben significativamente

la actividad iNOS, destacando los compuestos QFF-330 y QFF-335, con un porcentaje de

inhibicion cercano al 40%.
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Figura 15. Efectos de los derivados pirrdlicos sin grupo amino (1 mM) sobre la actividad
* P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs NOSr.

iNOS).
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La figura 16 muestra como todos los compuestos evaluados inhiben significativamente

la actividad nNOS. El compuesto QFF-328 seria el mas potente de esta serie inhibiendo

selectivamente la actividad nNOS de forma selectiva. En el caso contrario tendriamos al

compuesto QFF-330 como inhibidor selectivo de iNOS, modificando apenas la actividad nNOS.
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Figura 16. Efectos de los derivados piréolicos sin grupo amino (1 mM) sobre la actividad

nNOS. * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs NOSr.

1.6 SERIE DE LAS OXIDIAZOLINAS.

En la tabla 7 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos

compuestos, asi como los porcentajes residuales sobre la actividad iNOS y nNOS

recombinantes.

R,
0—Rs
R, \N,N\H/R4
(0]

NH

|
Rs

Tabla 7. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de las oxidiazolinas.

- % residual % residual
COdIgO R, R, R3 R, R5 pm iNOS nNOS
QFF 340 H CH; CHs CH; H 233 71.59+1.76 58.92+3.12
QFF 341 H CHs3 CyHs CHs3 H 247 67.8 £ 0.45 86.89 + 2.03
QFF 342 H CHs3 CHs3 CyHs H 247 68.62 + 0.23 63.5+2.04
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Resultados

0, H 0, H
Cédigo R, R, Rs R: Rs pm % :;s(')dsua' % :ﬁ\lsg's”a'
QFF 343 H CH;  CHs CHs H 261  47.15+1.58 86.68 + 1.23
QFF 344 H CH; CH;  GCH, H 261  62.37+1.33 71.99%0.32
QFF 345 H CH, CH;  CiHe COCHs 359  65.02+2.32 51.22+0.21
QFF 346 H CH, CH;  CsHs H 275  50.72+1.89 44.89+1.25

La figura 17 muestra que estos compuestos ensayados inhiben significativamente la
actividad iNOS, especialmente el compuesto QFF-343.
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Figura 17. Efectos de oxidiazolinas (1 mM) sobre la actividad iNOS).  * P<0.05, **
P<0.01y *** P<0.001 vs NOSr.

La figura 18 muestra los cambios en la actividad nNOS en presencia de estos
compuestos; la maxima inhibicion de la nNOS se alcanzé con los derivados QFF-345 y QFF-346.
Las oxidiazolinas estudiadas han resultado tener un efecto inhibitorio similar de las actividad
iNOs y nNOS excepto en los casos QFF-341 y QFF-343 que parecen comportarse como
inhibidores mas selectivos de la iNOS al no afectar en gran medida la actividad nNOS.
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Figura 18. Efectos de las oxidiazolinas (1mM) sobre la actividad nNOS.
P<0.01y *** P<0.001 vs NOSr.

* p<0.05, **

1.7 SERIE DE LAS QUINAZOLONAS:

En la tabla 8 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos

compuestos, asi como los porcentajes residuales sobre la actividad iNOS y nNOS

@“'Tz
H)\Rlo

Tabla 8. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de las quinazolonas.

recombinantes.

- % residual % residual
Codigo Ra Rz pm iNOS nNOS

QFF-347 CH; CH; 219.24 67.19 £ 1.37 56.92 + 2.87
QFF-348 CH; Et 233.26 80.19+0.43 65.82 + 3.26
QFF-349 CH; Pr 247.29 93.6+1.03 108.97 + 0.45
QFF-350 CH; Bu 261.32 80.39+1.73 34.68 £ 0.23
QFF-351 CyHs CHs 233.26 81.54 + 2.48 84.11 +1.58
QFF-352 CyHs CyHs 247.29 81.07 £ 3.87 97.53+1.33
QFF-353 CyHs Pr 261.32 103.68 +3.29 93.74+1.38
QFF-354 CyHs Bu 275.35 113.5+4.23 89.54 + 2.38
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Resultados

En la figura 19 muestra los cambios en la actividad iNOS en presencia de estas
qguinazolonas, siendo QFF-347 el compuesto con mayor inhibicion sobre Ila actividad
iNOS, mientras que QFF-354 presenta un porcentaje de actividad iNOS mayor del
encontrado en la encima recombinante, lo que podria interpretarse como una potenciacion
del encima inducible.
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Figura 19. Efectos de oxidiazolinas (1 mM) sobre la actividad iNOS.  * P<0.05, ** P<0.01
y *** P<0.001 vs NOSr.

En la figura 20 se muestran los cambios en la actividad nNOS en presencia de las
guinazolonas estudiadas, siendo el compuesto QFF-350 el compuesto con mayor inhibicidn
sobre la actividad nNOS.
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Figura 20 Efectos de oxidiazolinas (1 mM) ?gg;% laac /w%?f;‘?NOS). * p<0.05, ** P<0.01

y *** P<0.001 vs NOSr.

71



Ana Lopez Ramirez

1.8 SERIE DE LAS PIRAZOLINAS.

En la tabla 9 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos

derivados, asi como los porcentajes actividad residual sobre la actividad iNOS y nNOS

recombinantes.

Tabla 9. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de las pirazolinas ensayadas.

Rl_'

=

DR,

N—N
/

NH,

Codigo R, R, pm % |;eNs(i)dSuaI % :,T:gjsual
QFF-124 5-OMe Ph 295.34 12.18 + 0.55 58.91+2.04
QFF-370 5-Cl CH,Ph 313.5 68.63+2.43 81.76+2.35
QFF-371 5-Cl CH,CH,Ph 315.5 84.47 +0.23 67.64 + 3.23
QFF-372 4,5-di-Cl c-CsHs 286 85+ 1.58 49.52 + 3.12
QFF-373 5-OMe CH,Ph 297 78.81+1.33 113.28 +2.03
QFF-374 5-OMe CH,CH,Ph 311 74.79 +1.38 74.07 £ 2.04
QFF-375 4,5-di-OMe c-C3Hs 277 79 £ 2.38 80.35+ 1.23
QFF-376 4,5-di-OMe CH,Ph 327 76.28 +1.04 64.93 + 0.32
QFF-377 4,5-di-OMe CH,CH,Ph 341 69.93 +3.21 44.67 + 0.21
QFF-378 4,5,6-tri-OMe c-C3Hs 308 76.61+3.23 104.05* 1.25
QFF-379 4,5,6-tri-OMe CH,Ph 358 81.71+4.74 51.64 + 2.87
QFF-380 4,5,6-tri-OMe  CH,CH,Ph 372 65.38 +1.73 17.55 +3.26

La figura 21 muestra como todos los compuesto presentan capacidad para inhibir la

actividad iNOS, destacando el compuesto QFF-124 con una inhibicién cercana al 90%.
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Figura 21. Efectos de pirazolinas (1 mM) sobre la actividad iNOS.  * P<0.05, ** P<0.01 y
*** p<0.001 vs NOSr.

La figura 22 muestra la existencia de compuestos con diferente grado de inhibicidn de
la actividad nNOS; destacando asi entre las mejores, las pirazolinas QFF-372, QFF-377 y QFF-
379 en menor proporcién, y finalmente la maxima inhibicién con QFF-380.
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Figura 22. Efectos de pirazolinas (1 mM) sobre la actividad nNOS.  * P<0.05, ** P<0.01 y
**% p<0.001 vs NOSr.
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1.9 SERIE DE DERIVADOS BICICLICOS.

En la tabla 10 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos
derivados, asi como los porcentajes actividad residual sobre la actividad iNOS y nNOS

CLE,

H

recombinantes.

Tabla 10. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de los derivados biciclicos ensayadas.

Caddigo X R pm % residual % residual
iNOS nNOS

QFF-401 S COCH; 206.05 50.42+2.48 85.58+1.98
QFF-402 0 COCH; 190.07 81.87+3.87 90.34+1.23
QFF-403 NH CHs 161.1 4458 +3.29 54.98+1.76
QFF-404 0 CHs 162.08 43.19+1.93 32.09+0.45
QFF-407 0 CH,CH,CH; 190.11 4341+ 3.45 97.79% 1.33
QFF-408 NH CH,CH,CH; 189.13 76.43+2.33 152.73+.38
QFF-409 0] c-C4Hg 202.11 44.68 £1.23 67.98 + 2.38

La figura 23 muestra los efectos de esta serie de derivados biciclicos sobre la actividad
iNOS y donde destacan por su potente efecto inhibidor los compuestos QFF-401, QFF-403,
QFF-404, QFF-407 y QFF-409.
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Figura 23. Efectos de los derivados biciclicos (1 mM) sobre la actividad iNOS.

* P<0.05, * P<0.01 y *** P<0.001 vs control.
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En la figura 24 se encuentra representado el efecto de estos compuestos en la actividad
nNOS. Los derivados QFF-403 y mas especialmente el compuesto QFF-404, presentan un alto
grado de inhibicidon de la isoforma neuronal, mientras que el QFF-408 parece potenciar la
actividad del enzima.
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Figura 24. Efectos de los derivados biciclicos (1 mM) sobre la actividad nNOS. *
P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs control.

1.10 SERIE DE DERIVADOS TRICICLICOS:.

En la tabla 11 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos
derivados, asi como los porcentajes residuales sobre la actividad iNOS y nNOS recombinantes.

|\ R
N 0
N/gx

H

Tabla 11. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de los derivados triciclicos ensayadas.

Cadigo X R pm % residual % residual
iNOS nNOS

QFF-405 0 OEt 256.08 85.83 £ 0.56 21.21 +0.23

QFF-406 0 NHCH; 241.09 84.2+3.63 67.98 +1.58
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La figura 25 muestra la incapacidad de estos compuestos para inhibir la actividad iNOS
de forma muy significativa. Sin embargo, la grafica de la derecha muestra como ambos
derivados inhiben la actividad nNOS, siendo el compuesto QFF-405 el que presenta mayor
inhibicion.
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Figura 25. Efectos de los derivados triciclicos QFF-405 y QFF-406 (1 mM) sobre la actividad
iNOS (a la izquierda) y nNOS (a la derecha). * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs NOSr.

1.11 SERIE DE TIADIAZOLINAS OXIDADAS.

En la tabla 26 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de esta serie de
tiadiazolinas oxidadas, asi como los porcentajes de actividad residual encontrados sobre la
actividad iNOS y nNOS recombinantes.

(0]
ycm
N/N CH3
/ >L .
S~

X

NH,

76



Resultados

Tabla 12. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de las tiadiazolinas oxidadas ensayadas.

Cédigo X R pm % residual % residual
iNOS nNOS
QFF-421 0 CHs 265.33 77.95+1.93  93.91+1.04
QFF-422 02 CHs 281.33 93.83+2.98  66.68+3.21
QFF-423 - Ph 311.40 89.43+3.28  60.75%3.2
QFF-424 0 Ph 327.40 78.8 +3.85 143.67 £3.3
QFF-425 02 Ph 343.40 90.04 +3.47 110.54+2.13
QFF-426 - CH,CHs 263.35 80.16 +2.47 113.82+2.43

La figura 26 muestra los cambios en la actividad iNOS en presencia de estas
tiadiazolinas oxidadas. Como se puede observar, todos los compuestos inhiben
significativamente al enzima iNOS aunque el mayor grado de inhibicidn sélo ronda el 20% en
los casos QFF-421, QFF-424 y QFF-426.
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Figura 26. Efectos de las tiadiazolinas oxidadas (1 mM) sobre la actividad iNOS. *
P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs control.

Sin embardo en la figura 27 se observan tres subgrupos que ejercen distinto efecto
sobre la actividad nNOS. Como se puede observar, el compuesto QFF-421 no ejerce gran
efecto sobre la actividad nNOS, seguidamente, los compuestos QFF-422 y QFF-423 presentan
una inhibicidn entre el 30 y el 40%, y por ultimo, los compuestos QFF-424, QFF-425 y QFF-426
potencian significativamente la actividad nNOS.
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Figura 27. Efectos de las tiadiazolinas oxidadas (1 mM) sobre la actividad nNOS. *
P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs control.

1.12 SERIE DE KINURENAMINAS CON RESTOS DE UREA

En la tabla 13 se representa la estructura quimica y los sustituyentes R de estos

derivados, asi como los porcentajes residuales sobre la actividad iNOS y nNOS recombinantes.

Rq

O X

NH

NH,

NH-R,

Tabla 13. Porcentajes de actividad residual iNOS y nNOS de las Kinurenaminas con restos de urea

ensayadas.

Codigo X R1 R, pm % residual % residual
iNOS nNOS

QFF-451 0 OCH; Et 265.14 77.92+1.57 133.34+1.58

QFF-452 S OCH; Et 281.12 82.21+4.74 59.7+0.32

QFF-453 S H Et 251.11 54.17+1.73 87.07+3.45




Resultados

La figura 28 muestra los cambios en la actividad iNOS en presencia de estas
Kinurenaminas con restos de urea. Destaca el grado de inhibicién que alcanza el compuesto
QFF-453, proximo al 50%.
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Figura 28. Efectos de las Kinurenamisnas con restos de urea (1 mM) sobre la actividad
iNOS. * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs control.

En la figura 29 nuevamente podemos observar dos subgrupos constituidos por un
compuesto capaz de incrementar la actividad nNOS (QFF-451), y dos compuestos que la
inhiben (QFF-452 y QFF-453 en menor medida).

100

80

60

40

Actividad nNOS (%actividad residual)

20

453

-
© &
v *

7]

]
=
o

Codigo del compuesto

Figura 29. Efectos de las Kinurenaminas con restos de urea (1 mM) sobre la actividad
nNOS. * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001 vs control.
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1.13 CLASIFICACION COMPUESTOS POR MAYOR GRADO DE INHIBICION DE LA nNOS.

(Tablas 31,32, 33,34y 35)

75-100% 30-50%
Compuesto Familia % Irthibicién Compuesto Familia % In.hibicic’)n
iNOS iNOS

4 Indol 98.68 + 0.12 QFF-401 Biciclico 49.58 +2.48
10 Indol 95.56 + 1.09 35 Indol 49.56 £ 3.21
9 Indol 91.99 £ 0.89 29 Indol 48.92 +2.12
24 Indol 91.03+1.64 20 Indol 48.07 +1.43
QFF-425 Tiadiaz. Oxidada 9.96 + 3.47 QFF-305 Tiadiazolina 47.2 +0.54
18 Indol 89.34+1.43 32 Indol 46.15+2.93
21 Indol 89.13 £0.93 QFF-453 Kinurenaminas  45.83+1.73
QFF-124 Pirazolina 87.82%0.55 36 Indol 43.66 * 3.76
11 Indol 80.07 +1.22 QFF-306 Tiadiazolina 42.89 +1.04
QFF-329 Pirrol sin NH3 8.97 +2.03 QFF-301 Tiadiazolina 42.84+2.33

23 Indol 8.23+1.42 31 Indol 4212.00
5 Indol 77.41 £0.23 34 Indol 40.72 £2.92
QFF 346 Oxidiazolina 40.28 +1.89
QFF-310 Tiadiazolina 38.91 +2.03
27 Indol 38.73+2.04

QFF-320 Tiadiazolina 38.3 +1.76
QFF-335 Pirrol sin NH3 37.68+2.87
QFF 344 Oxidiazolina 37.63+1.33
QFF-330 Pirrol sin NH3 37.58 +2.04
QFF-313 Tiadiazolina 37.58 +0.32
50-75% - QFF-338 Pirrol acido 37.47 +1.98
Compuesto Familia % "‘i:iob::ion QFF-303 Tiadiazolina 35.79 + 1.65
QFF 345 Oxidiazolina 34.98 +2.32
6 Indol 74.27 £0.56 QFF-304 Tiadiazolina 34.79 +0.64
7 _ Ir'1dol _ 69.22+ 0.6 QFF-370 Pirazolina 34.62 +2.43
QFF-314 Tladlazolfna 67.17£0.21 QFF-337 Pirrol sin NH3 33.98 + 3.26
QFF-321 Tiadiazolina  67.070.45 || qpp.347 Quinazolona  32.81+1.37
25 Indol 62.59 +1.89 QFF-318 Tiadiazolina 32.24 +1.98
QFF-349 Quinazolona  6.4+1.03 QFF 341 Oxidiazolina  32.2+0.45
QFF-422  Tiadiaz. Oxidada  6.17+2.98 QFF 342 Oxidiazolina  31.38+0.23
QFF-404 B!c!cI!co 56.81+1.93 QFF-371 Pirazolina 31.37 +0.23
QFF-409 B!c!dfco 56.59 £1.23 QFF-311 Tiadiazolina 31.24+2.04
QFF-403 B|.c|,cI|.co 55.42£3.29 QFF-307 Tiadiazolina 30.69 +2.35
QFF-406 Triciclico 55.3213.63 QFF-317 Tiadiazolina 30.4 +3.26
19 Indol 55.11+1.41 QFF-322 Tiadiazolina 30.37 +0.23
QFF-378 Pirazolina 30.07 +3.23
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Resultados

<30% <30%
Compuesto Familia % In.hibicic’m Compuesto Familia % Ir!hibicién
iNOS iNOS
QFF-302 Tiadiazolina 29.99 +1.23 QFF-424 Tiadiaz. Oxidada  21.2 +3.85
QFF-205 Pirrol 29.28 +2.78 QFF-374 Pirazolina 21.19+1.38
QFF-326 Tiadiazolina 29.28 +2.38 QFF-325 Tiadiazolina 21.16 +1.38
QFF-316 Tiadiazolina 29.25 +2.87 QFF-376 Pirazolina 21+1.04
QFF-312 Tiadiazolina 28.61+1.23 QFF-426 Tiadiaz. Oxidada 19.84 +2.47
QFF 340 Oxidiazolina 28.41+1.76 QFF-348 Quinazolona 19.81+0.43
QFF-324 Tiadiazolina 28.34+1.33 QFF-350 Quinazolona 19.61+1.73
QFF-308 Tiadiazolina 27.26 +3.23 QFF-352 Quinazolona 18.93 +3.87
QFF-339 Pirrol amida 27.22 +1.23 QFF-351 Quinazolona 18.46 +2.48
QFF-323 Tiadiazolina 26.81+1.58 QFF-380 Pirazolina 18.29 +1.73
QFF-375 Pirazolina 25.21+2.38 QFF-402 Biciclico 18.13 + 3.87
QFF-331 Pirrol sin NH3 24.65 +1.23 QFF-452 Kinurenaminas  17.79+4.74
QFF-332 Pirrol sin NH3 24.19 £ 0.32 QFF-309 Tiadiazolina 17.32 +3.12
QFF-377 Pirazolina 23.72+3.21 28 Indol 16.31+1.93
QFF-405 Triciclico 23.57 + 0.56 QFF-408 Biciclico 15.8 +2.33
QFF-379 Pirazolina 23.39+4.74 QFF-372 Pirazolina 15.53 + 1.58
QFF-334 Pirrol sin NH3 22.6+1.25 QFF-373 Pirazolina 15+1.33
26 Indol 22.58 +1.63 QFF-407 Biciclico 14.17 + 3.45

QFF-212 Pirrol 22.15+1.70 QFF-333 Pirrol sin NH3 12.03 +0.21
QFF-327 Tiadiazolina 22.15+1.04 QFF-328 Pirrol sin NH3 11.7 +3.12
QFF-451 Kinurenaminas  22.08 +1.57 QFF-423 Tiadiaz. Oxidada 10.57 +3.28
QFF-421 Tiadiaz. Oxidada  22.05 +1.93 QFF-353 Quinazolona -3.68 +3.29
QFF-315 Tiadiazolina 22 +1.25 QFF-354 Quinazolona -13.5+4.23
QFF-319 Tiadiazolina 21.83+1.23
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1.14 CLASIFICACION COMPUESTOS POR MAYOR GRADO DE INHIBICION DE LA nNOS.

(Tablas 36, 37, 38, 39y 40)

75-100% 30-50%
Compuesto Familia % Inhibicion Compuesto Familia % Inhibicion
nNOS nNOS

9 Indol 90.02 +2.68 QFF 345 Oxidiazolina 48.78 £+ 0.21
10 Indol 85.41+1.38 QFF-379 Pirazolina 48.36 + 2.87
QFF-380 Pirazolina 82.45 +3.26 QFF-304 Tiadiazolina 46.58 + 1.58
QFF-407 Biciclico 78.79 + 1.33 QFF-312 Tiadiazolina 45.08 £ 0.34
QFF-403 Biciclico 45.02+1.76

4 Indol 43.32 +0.32

50- 75% QFF-347 Quinazolona 43.08 + 2.87

- % Inhibicién QFF-124 Pirazolina 41.09 +2.04

Compuesto Familia

nNOS QFF 340 Oxidiazolina ~ 41.08 +3.12

11 Indol 69.9+2.84 QFF-452 Kinurenaminas 40.3 +0.32
QFF-404 Biciclico 67.91 +0.45 QFF-423 Tiadiaz. Oxidada  39.25+3.2
QFF-350 Quinazolona 65.32+0.23 QFF-310 Tiadiazolina 39.18 + 1.03
7 Indol 58.4+2.12 QFF-306 Tiadiazolina 38.27 +2.32

21 Indol 57.08 £ 3.65 QFF 342 Oxidiazolina 36.5+2.04
QFF-377 Pirazolina 55.33 + 0.21 QFF-305 Tiadiazolina 35.2+0.32
QFF 346 Oxidiazolina 55.11+1.25 QFF-376 Pirazolina 35.07 £ 0.32
6 Indol 52.07 £2.2 QFF-309 Tiadiazolina 34.22 +0.43
QFF-372 Pirazolina 50.48 + 3.12 QFF-348 Quinazolona 34.18 +3.26
QFF-328 Pirrol sin NH3 33.78 £ 0.54

5 Indol 33.7+1.23

QFF-422 Tiadiaz. Oxidada 33.32+3.21

QFF-321 Tiadiazolina 32.48 +1.93

QFF-371 Pirazolina 32.36 +3.23

QFF-406 Triciclico 32.02 +1.58

QFF-408 Biciclico 32.02+1.38

19 Indol 31.43+2.75
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Resultados

<30% <30%

Compuesto Familia % Ir:}l;:lgscmn Compuesto Familia % |:[|‘I\:|(3)I;I0n
QFF-302 Tiadiazolina 29.5+2.13 QFF-353 Quinazolona 6.26 + 1.38
QFF 344 Oxidiazolina 28.01 +£0.32 QFF-421 Tiadiaz. Oxidada  6.09 +1.04
QFF-333 Pirrol sin NH3  26.77 +1.65 36 Indol 5.56 + 1.04
QFF-311 Tiadiazolina 26.28 +2.04 31 Indol 5.45+2.34
QFF-374 Pirazolina 25.93 +2.04 35 Indol 5.09 +1.33
QFF-331 Pirrol sin NH3 25.69 +3.23 QFF-318 Tiadiazolina 5.03 +2.48
QFF-303 Tiadiazolina 24.26 +2.43 QFF-330 Pirrol sin NH3 4.68 +2.35
QFF-301 Tiadiazolina 23.67+3.3 QFF-332 Pirrol sin NH3 4.54 +3.12
QFF-314 Tiadiazolina 22131 QFF-319 Tiadiazolina 3.2+3.87
QFF-317 Tiadiazolina 21.82+1.73 QFF-320 Tiadiazolina 2.63 +3.29

32 Indol 19.65+2.4 30 Indol 2.54+3.2
QFF-375 Pirazolina 19.65 + 1.23 QFF-352 Quinazolona 2.47 +1.33
QFF-335 Pirrol sin NH3 19.01 + 0.54 QFF-409 Biciclico 2.21+2.38

23 Indol 18.93 +2.47 18 Indol 2.12+3.22
QFF-370 Pirazolina 18.24 +2.35 25 Indol 1.77 £3.32
QFF-337 Pirrol sin NH3 17.69 + 1.04 27 Indol 1.21 4#3.29
QFF-308 Tiadiazolina 17.64 +1.37 QFF-338 Pirrol acido 0.88+2.35
QFF-351 Quinazolona 15.89 +1.58 QFF-205 Pirrol 0.61+0.21
QFF-329 Pirrol sin NH3  15.24+1.04 QFF-326 Tiadiazolina 0.61 £ 2.47

24 Indol 14.93 +3.29 QFF-325 Tiadiazolina -3.03 £3.47
QFF-401 Biciclico 14.42 +1.98 QFF-378 Pirazolina -4.05 +1.25
QFF-307 Tiadiazolina 13.9+1.89 QFF-315 Tiadiazolina -4.24 +3.23
QFF 343 Oxidiazolina 13.32+1.23 QFF-324 Tiadiazolina -4.84 +3.85

29 Indol 13.27 + 2.97 QFF-313 Tiadiazolina -5.03 £4.23
QFF-339 Pirrol amida 13.11 + 3.23 QFF-323 Tiadiazolina -6.13 £ 3.28
QFF 341 Oxidiazolina ~ 13.11+2.03 || QFF-334 Pirrol sin NH3 ~ -6.72+0.64
QFF-453 Kinurenaminas  12.93 + 3.45 QFF-349 Quinazolona -8.97 £ 0.45

28 Indol 12.09 +3.2 QFF-316 Tiadiazolina -9.84+4.74

20 Indol 11.1 +3.29 QFF-425 Tiadi.az. O>'<idada -10.54 +2.13

34 indol 11.00 + 1.92 QFF-373 . P.IraZO|II:13 -13.28 £+ 2.03
QFF-354 Quinazolona 10.46 + 2.38 QFF-426 le'adlaz. OX|c'jada -13.82+2.43

33 Indol 1021412 QFF-451 I.<|nL.1renarT.1|nas -33.34 +1.58
QFF-402 Biciclico 966 + 1.3 QFF-424 Tladla‘z.,O.X|dada -43.67 +3.3

QFF-405 Triciclico -52.73 +0.23
QFF-212 Pirrol 9.03+3.19
QFF-327 Tiadiazolina 9.03 +1.57

26 Indol 6.34+4.2

QFF-322 Tiadiazolina 6.32+2.98
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1.15 COMPUESTOS CON INHIBICION SELECTIVA.

En la siguiente figura (Figura 30) se destacan los compuestos que mayor efecto selectivo
sobre la actividad iNOS (izquierda) actuando, bien como inhibidores de la isoforma que
corresponderia con los compuestos 4, 5, 18, 24, QFF-124, QFF-205, QFF-212, QFF-321, QFF-
343, QFF- 408 y QFF-424; o potenciando la nNOS como son los compuestos QFF-205, QFF-408
y QFF-424; y los compuestos con mayor inhibicion selectiva sobre la actividad nNOS,
correspondiente a los compuestos QFF-346, QFF-350, QFF-372, QFF-377, QFF-380 y QFF-405.

Inhibidores selectivos iINOS Inhibidores selectivos nNOS
160 100
140
120
100
80
60

40

Actividad i/nNOS (%actividad residual)
Actividad iiInNOS (%actividad residual)

20

o < o N = wn
5 8 &5 &5 & ¥
Codigo del compuesto Codigo del compuesto

Figura 30. Representacion de los compuestos con mayor inhibicion selectiva sobre la
forma inducible iNOS (a la izquierda) y representacién de los compuestos con mayor
inhibicion selectiva sobre la forma constitutiva nNOS (a la derecha).
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Resultados

2. RESULTADOS ‘IN VIVO’

La produccién de NO® en la EP, asi como el dafio producido en la CTE pueden provocar
un incremento del estrés oxidativo mitocondrial, dafidndose los componentes
mitocondriales como proteinas, lipidos y ADN. Para comprobar esta hipdtesis, hemos
analizado distintos parametros relacionados, como son la actividad del complejo | de la
CTE, la actividad del enzima NOS (tanto citosélica como mitocondrial) y el estrés
oxidativo, concretamente la oxidacién de los lipidos de membrana (LPO). En la tabla 41
se muestran los compuestos seleccionados para el estudio ‘in vivo’, que se que se
encuentran dentro del grupo que presenta un mayor grado de inhibicion del componente
inducible de la NOS.

Tabla 41. Compuestos enzayados “in vivo”

Codigo Familia R R; % residual % residual
iNOS nNOS
QFF-124 Pirazolina 5-OMe Ph 12.18 + 0.55 58.91+2.04
QFF-205 Pirrol CHs3 H 67.32+2.78 112.79+0.21
QFF-212 Pirrol Ph H 47.21+1.70 94.64 £ 3.19

2.1 Actividad del complejo | de la CTE.

Para los estudios ‘in vivo’, se ha evaluado la pirazolina QFF-124 y los pirroles QFF-
205 y QFF-212 descritos anteriormente en las tablas 9y 4 respectivamente.

Los efectos generados por el MPTP son contrarrestados por los compuestos sintéticos.
La pirazolina QFF-124 actua recuperando los valores controles tras la administracién de MPTP,
incluso mejorandolos, tanto en la SN (14.07 £0.171 versus 5.17 + 0.54 nmol/min/mg prot, P
< 0.001) y de igual manera, pero en menor proporcion, en el ST (10.86 + 0.33 versus 5.59 + 0.4
nmol/min/mg prot, P <0.001) (Figura 31).

Por otro lado, los efectos generados por el MPTP son también contrarrestados por los
pirroles QFF-205 y QFF-212 (aunque la aMT lo hace de forma mas significativa respecto a estos
compuestos), que actuian recuperando los valores controles, principalmente en la SN (9.63 +
0.34, 11.87 *+0.28 nmol/min/mg prot respectivamente versus 5.17 +0.54 nmol/min/mg prot, P
< 0.001) y en menor proporcién en el ST (8.36 + 0.65 y 8.81 + 0.33 nmol/min/mg prot
respectivamente, versus 5.59 + 0.4 nmol/min/mg prot, P < 0.05 para el primero y P < 0.001
para el segundo) (Figura 31).
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2.2 Actividad de la NOS en citosol y mitocondria de SN y ST.

2.2.1 Sustancia Negra.

En el citosol la iNOS es practicamente indetectable en ratones control, pero
tras el tratamiento con MPTP aumenta de forma significativa, fundamentalmente en la SN
(29.37+ 0.683 versus 2.825+ 0.098 pmol/min/mg prot, P < 0.001). La administracion de los
compuestos pirazolina QFF-124 y los pirroles QFF-205 y QFF-212, reduce significativamente la
actividad iNOS estimulada por el MPTP (15.86 *+ 1.38, 9.29 + 0.34 y 7.5 * 0.27 pmol/min/mg
prot respectivamente, P<0.01 y P<0.001).

Por otro lado, la neurotoxina afecta significativamente la actividad nNOS en el citosol
de la SN disminuyendo su actividad (95.442 + 0.864 versus 76.23 + 0.378 pmol/min/mg prot);
pero la administracién de los compuestos estudiados reduce ain mas significativamente este
valor de actividad nNOS, incluso por debajo de los valores control (26.66+ 0.9, 63.84 + 1.4y 74
+ 0.26 pmol/min/mg prot para los QFF-124, QFF-201 y QFF-212 respectivamente, P< 0.05,
P<0.01y P<0.001). (Figura 32, arriba)

Cuando medimos la actividad NOS en fracciones mitocondriales puras,
detectamos dos actividades diferentes, correspondientes a una isoforma constitutiva,
Ca2+-dependiente (mtNOS) y a una isoforma inducible, Ca2+-independiente (i-mtNOS)
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(Figura 32, abajo). EIl MPTP conlleva a un incremento de la actividad i-mtNOS en la SN
(22.084 + 0.12 versus 44.67 + 0.18 pmol/min/mg prot, P < 0.001), mientras que el
tratamiento con la pirazolina QFF-124 y los pirroles QFF-205 y QFF-212 normaliza la actividad i-
mtNOS incluso por debajo de la actividad inducible encontrada en el control (18.35+ 1.385,
8.4+ 0.05y 5.91 £+ 0.68 pmol/min/mg prot respectivamente, P<0.01 y P<0.001). Sin embargo,
la c-mtNOS no se ve afectada por el tratamiento con MPTP (28.64 + 0.62 versus 25.86 *
0.54 pmol/min/mg prot). Por su parte, los compuestos QFF-205 y QFF-212 reducen
significativamente la actividad c-mtNOS (10.14 + 0.53 y 14.51 % 2.27 pmol/min/mg
prot respectivamente, P<0.01 y P<0.001) mientras que el compuesto QFF-124 no afecta al
valor control (10.82 *0.49 pmol/min/mg prot).
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Figura 32. Cambios en la actividad de los componentes constitutivo e inducible de la
NOS segun los distintos compuestos ensayados, tanto en el citosol (arriba) como en la
mitocondria (abajo) de la SN de ratones C57/Bl6. Los datos se corresponden a la media +
EE de 6 animales por grupo, por triplicado cada experimento. * P<0.05 ** P<0.01 y *** p
<0.001 vs control; # P<0.05, ## P<0.01 y ### P <0.001 vs MPTP.
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2.2.2 Estriado.

La figura 33 muestra también la actividad NOS en el citosol y en la mitocondria del ST de
ratones C57/Bl6. Ni el MPTP ni el tratamiento con compuestos QFF-124, QFF-205 y QFF-
212 modifican la actividad iNOS citosdlica (Veh, 3.80 + 0.28; MPTP, 5.35 + 0.19; QFF-124, 3.3
+0.31; QFF-205 2.83 + 0.8 y QFF-215, 3.6 £ 0.27 pmol/min/mg prot).

Pero el tratamiento con MPTP produce un incremento significativo en la actividad
NNOS citosdlica (85.68 + 0.32 versus 95.31 + 0.26 pmol/min/mg prot, P < 0.05), la cual se ve
reducida significativamente después de la administracion del compuesto QFF-124 (37.5 +
0.3 pmol/min/mg prot, P < 0.001) y en menor medida por los pirroles QFF-205 y QFF-212 (82.5
+0.26 y 72.61 + 0.23 pmol/min/mg prot respectivamente, P < 0.05) por debajo de los
valores control (Figura 33, arriba).

En las mitocondrias estriatales, el MPTP induce un aumento en la actividad i-
mtNOS (18.796 + 0.182 versus 25.71 + 0.629 pmol/min/mg prot, P < 0.01), el cual es
contrarrestado tanto por la administracion de la pirazolina QFF-214 como por los
diferentes pirroles QFF-205 y QFF-212 (12.5 + 0.07, 11.28 +0.22 y 7.19 + 0.09 pmol/min/mg
prot respectivamente, P < 0.05, P < 0.01 y P <0.001). El tratamiento con MPTP también reduce
la actividad c-mtNOS (25.71 + 0.62 versus 18.79 * 0.18 pmol/min/mg prot, P < 0.05). La
administracidon de los compuestos (22.75+ 0.5, 17.6 + 0.13 y 1495 + 0.26 pmol/min/mg
prot respectivamente) reduce la actividad c-mtNOS respecto al control pero no de forma
significativa con respecto al grupo tratado con MPTP (Figura 33, abajo).
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Resultados

2.2.3 CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS POR MAYOR GRADO DE INHIBICION DE LA
iNOS EN EL CITOSOL DE SN.

En la tabla 42, se muestran los porcentajes de inhibicion de la NOS (tanto
constitutiva como inducible) en el ST y en la SN del citosol de los compuestos estudiados para
el desarrollo del modelo ‘in vivo’, ordenados de mayor a menor respecto al grado de
inhibicién del componente inducible en la SN.

CITOSOL SN CITOSOL ST
. . % Inhibicion % Inhibicidn | % Inhibicion % Inhibicién
Codigo  Familia iNOS nNOS  |iNOS nNOS
QFF-124 Pirazolina | 15.86+1.38 26.66+0.9 [3.3%+0.3 35.7+0.3

QFF-205 Pirrol 9.29+0.34 63.84+14 |2.83+0.8 82.5+0.26

QFF-212 Pirrol 7.5+0.27 74 +0.26 3.6 £0.27 72.61+0.23

Tabla 42. Porcentajes de inhibicion de la NOS (tanto constitutiva como inducible) en el STy en

la SN del citosol de los compuestos ensayados “in vivo” ordenados de mayor a menor respecto al grado
de inhibicion del componente inducible en la SN.

2.2.4. CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS POR MAYOR GRADO DE INHIBICION DE LA
i-mtNOS EN LA MITOCONDRIA DE SN.

En la tabla 43, se muestran los porcentajes de inhibicion de la NOS (tanto
constitutiva como inducible) en el ST y SN de la mitocondria de los compuestos
estudiados para el desarrollo del modelo ‘in vivo’, ordenados de mayor a menor respecto al
grado de inhibicion del componente inducible en la SN.

CITOSOL SN CITOSOL ST
Sdi i % Inhibicion % Inhibicion | % Inhibicion % Inhibicion
Codigo  Familia  ; iNOos  cmtNOs  |i-mtNOS c-mtNOS

QFF-124  Pirazolina [18.3 +1.385 26.7 +0.54 12.5 £ 0.07 22.75+t0.5

QFF-205  Pirrol 8.4 £ 0.05 17.2 £ 0.39 11.28+0.22 17.6+0.13
QFF-212  Pirrol 5.91+0.68 10.82+0.49 |7.19*0.09 14.95 + 0.26

Tabla 43. Porcentajes de inhibicion de la NOS (tanto constitutiva como inducible) en el ST y en

la SN de la mitocondria de los compuestos ensayados “in vivo” ordenados de mayor a menor respecto al
grado de inhibicion del componente inducible en la SN.

2.3 Oxidacion de los lipidos de membrana (LPO) en citosol y mitocondria de SN y ST.

La figura 34 representa los niveles de MDA y 4HDA (LPO) en la SN y ST de
ratones C57/Bl6. En la SN (Figura 34, izquierda) el MPTP incrementa significativamente los
niveles de LPO en el citosol (2.05 + 0.09 versus 2.80 + 0.23 nmol/mg prot, P < 0.001). Tanto la
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pirazolina QFF-214 como los pirroles QFF-205 y QFF-212 son capaces de contrarrestar el
efecto generado por el MPTP (2.33 +0.07, 1.93 + 0.08 y 1.77 + 0.08 nmol/mg) devolviendo el
estado de lipoperoxidacién del citosol a valores controles. La neurotoxina también incrementa
los niveles de LPO en la mitocondria de la SN (2.92 + 0.21 versus 4.05 + 0.14 nmol/mg prot, P <
0.001). En este caso, los compuestos son nuevamente capaces de disminuir los niveles de
LPO, aunque el efecto de los pirroles son aparentemente mayorea que los producidos por la
pirazolina. (3.37 = 0.17, 2.54 + 0.1 y 2.64 * 0.07 nmol/mg prot respectivamente).

Por otro lado, la administracién de MPTP también induce los niveles de LPO en
el ST (Figura 34, derecha). De este modo, en el citosol del ST, el MPTP incrementa ,de forma
menos acusada que en SN, los niveles de LPO (2.16 * 0.14 versus 2.62 = 0.12 nmol/mg
prot, P < 0.01) y los compuestos ensayados modifican dichos valores, reduciéndolos a los
valores control (QFF-124, 3.21 + 0.05; QFF-205 2.68 + 0.1 y QFF-215, 2.72 + 0.07 nmol/mg). El
MPTP también aumenta la LPO en las mitocondrias estriatales (3.01 + 0.03 versus 3.51 £ 0.11
nmol/mg prot, P < 0.001). En este caso, los compuestos QFF-205 y QFF-212 (2.54 + 0.1y 2.64 +
0.07 nmol/mg respectivamente, P < 0.05) contrarrestan en mayor proporcion los efectos del
MPTP. Sin embargo el compuesto pirazolina QFF-214 parece no presentar eficacia frente a los
efectos generados por el MPTP (3.37 £ 0.17 nmol/mg).
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Figura 34. Cambios en los niveles de LPO segtn los distintos compuestos, tanto en el citosol
como en la mitocondria de la SN (izquierda) y ST (derecha) de ratones C57/Bl6. Los datos
se corresponden a la media + EE de 2 animales para el citosol y 4 animales para la
mitocondria, por quintuplicado cada experimento. * P< 0.05, ** P<0.01 y *** P <0.001 vs
control; # P< 0.05, ## P< 0.01 y ### P<0.001 vs MPTP.
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3. ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO DE LA MELATONINA EN LA EP EN
RATONES CONTROL, DEFICIENTES EN iNOS y DEFICIENTES EN nNOS.

3.1 Actividad del complejo | de la CTE.

Como se ha demostrado con anterioridad, la administracién de MPTP (15 mg/kg cada
dosis) inhibe la actividad del complejo | en la SN (9.192 + 1.049 versus 2.724 + 0.61
nmol/min/mg prot, P < 0.001) y ST (7.154 £ 0.1 versus 5.21 * 0.31 nmol/min mg prot, P <
0.05) de ratones C57/Bl6. El porcentaje de inhibicion del complejo | producido por el
MPTP es significativamente mayor en la SN que en el ST (26% versus 66%, P < 0.001)

(Figura 35). Los efectos generados por el MPTP son contrarrestados por la aMT en ambos

tejidos, recuperando los valores control (8.066 + 1.292 nmol/min mg prot en ST y 8.618 *

0.791 nmol/min/mg prot en SN).

15 T Ratones iINOS**
L] control ] wmpTP aMT
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Figura 35. Cambios en la actividad del complejo | de la CTE tanto en la SN como en el ST

de ratones C57/Bl6. Los datos se corresponden ala media + EE de 2 animales por

grupo, por triplicado cada experimento. * P<0.05 y *** P <0.01 vs control; ## P <0.01 y ###

P<0.001 vs MPTP.

Por otro lado, se ha evaluado también el efecto de la neurotoxina MPTP y el co-

tratamiento con aMT en ratones deficientes en iNOS. Asi la administracion de MPTP a estos
ratones iINOS™" (15 mg/kg cada dosis) inhibe igualmente la actividad del complejo | en la SN
(8.683 + 0.5981 versus 2.312 + 0.8319 nmol/min/mg prot, P < 0.001) y ST (6.549 + 0.61 versus
3.721 £ 0.3938 nmol/min mg prot, P < 0.001). El porcentaje de inhibicién del complejo |

producido por el MPTP es nuevamente significativamente mayor en la SN que en el ST
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(43.18% versus 73.37 %, P < 0.001) (Figura 36). Los efectos generados por el MPTP son
contrarrestados por la aMT en ambos tejidos, recuperando los valores control en el caso del ST
(6.211 £ 0.9022 nmol/min mg prot) y en menor medida en la SN (6.087 = 0.3398 nmol/min mg
prot).

15 Ratones iNOS -/-
T control T wete aMT
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Figura 36. Cambios en la actividad del complejo | de la CTE tanto en la SN como en el ST
de ratones deficientes en iNOS (iNOS'/ '). Los datos se corresponden ala media + EE de
2 animales por grupo, por triplicado cada experimento. *** P <0.01 vs control; ###
P<0.001 vs MPTP.

Para evaluar también el efecto de la ausencia de nNOS en la actividad del complejo I, se
utilizaron ratones control y KOnNOS. En la figura 37 se muestra el efecto del tratamiento con
MPTP y aMT en ratones nNOS ** donde se puede observar como el MPTP inhibe la actividad
del complejo I enla SN (11.5 + 0.8534 versus 4.768 + 0.7136 nmol/min/mg prot, P < 0.001) y ST
(10.22 £ 1.61 versus 5.573 *+ 0.6737 nmol/min mg prot, P < 0.001). El porcentaje de
inhibicién del complejo | producido por el MPTP es significativamente mayor en la SN
que en el ST (45.47% versus 58.54 %, P < 0.001). Los efectos del MPTP son contrarrestados
por la aMT en ambos tejidos (ST, 8.9 + 0.66 nmol/min mg prot y SN, 9.655 + 0.4237 nmol/min
mg prot).
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Ratones nNOS**
B control 0 were aMT

Actividad (nmol/min*mg prot)

Figura 37. Cambios en la actividad del complejo | de la CTE tanto en la SN como en el ST
de ratones control (nNOS+/ *). Los datos se corresponden a la media * EE de 2
animales por grupo, por triplicado cada experimento. * P<0.05, *** P <0.01 vs control;
### P<0.001 vs MPTP.

En la figura 38 se muestra el efecto del tratamiento con MPTP y aMT en ratones
deficientes en nNOS (nNOS 7). EI MPTP inhibe la actividad del complejo | en la SN (5.13 +
1.1532 versus 1.98 + 0.6271 nmol/min/mg prot, P < 0.01) y ST (10.43 + 1.9762 versus 3.93
0.911 nmol/min mg prot, P <0.01). El dafio en la actividad del complejo | producido por el
MPTP es mayor nuevamente en la SN que en el ST (reduccion del 61.4% en SN versus
37.68 % en ST, P < 0.01). Los efectos del MPTP son contrarrestados por la aMT en ambos
tejidos (ST, 7.25 + 2.004 nmol/min mg prot y SN, 3.3 # 0. 063 nmol/min mg prot).

Ratones nNOS™"
B control 00 were aMT

Actividad (nmol/min*mg prot)

Figura 38. Cambios en la actividad del complejo | de la CTE tanto en la SN como en el ST de
ratones control (nNOS+/ *). Los datos se corresponden ala media * EE de 2 animales por grupo, por
triplicado cada experimento. * P<0.05, *** P <0.01 vs control; ### P<0.001 vs MPTP.
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3.2 Actividad NOS inducible y NOS total

Se evalud también el efecto de la administracion de MPTP y de la melatonina sobre
la actividad NOS total e inducible en homogenado de SN y ST en ratones normales y
deficientes en iNOS.

+/+

En SN de los ratones control (iNOS™") el tratamiento con MPTP resulta en un incremento
de la actividad NOS total a expensas de un incremento en la actividad del componente
inducible (Figura 39) que es disminuido tras el tratamiento con melatonina. Asi la actividad de
NOS total se incrementa en un 256.5 % gracias a un incremento de la actividad inducible
(19.55 + 1.167 versus 61.125 + 4.745 pmol/min/mg prot, P<0.001). La administracion de
melatonia disminuye los valores de actividad total disminuyendo la actividad inducible (37.02 +

1.79 pmol/min/mg prot, P<0.001).
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Figura 39. Cambios en la actividad NOS total e iNOS en SN de ratones control. Los datos
se corresponden a la media + EE de 6 animales por grupo, por triplicado cada experimento.
**%* P <0.001 vs control; ### P <0.001 vs MPTP.

Por otro lado, la neurotoxina afecta significativamente la actividad NOS total e

+/+

inducible en homogenado de ST de ratones (iNOS™"). En el grupo tratado con MPTP resulta en
un incremento de la actividad NOS total nuevamente, a expensas de un incremento en la
actividad del componente inducible (Figura 40) que es disminuido tras el tratamiento con
melatonina. Asi la actividad de NOS total se incrementa en un 192.9 % gracias a un incremento
de la actividad inducible (29.345 + 4.547 versus 56.615 + 3.825 pmol/min/mg prot, P<0.001).
La administraciéon de melatonia disminuye los valores de actividad total disminuyendo la
actividad iNOS (28.17 + 1.38 pmol/min/mg prot con aMT versus 52.57 + 4.992 pmol/min/mg

prot con MPTP , P<0.001).
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Figura 40. Cambios en la
actividad NOS total e iNOS en
ST de ratones control. Los
datos se corresponden a la
media + EE de 6 animales por
grupo, por triplicado cada
experimento. *** P <0.001 vs
control; ### P <0.001 vs
MPTP.

Control MPTP aMT

Cuando medimos la actividad NOS en STy SN de ratones deficientes en iNOS (iNOS™")
podemos observar la ausencia de efecto sobre la actividad NOS total tras el tratamiento con
MPTP y la ausencia de actividad iNOS y como la administracién de melatonina no afecta a los
valores anteriores. Asi los valores de NOS total en ST resultan 65.405 + 2.6552 pmol/min/mg
prot en controles, 79.09 + 10.649 pmol/min/mg prot en tratados con MPTP y 61.625 * 5.961
pmol/min/mg prot tras la administracion de aMT (Figura 41).

100

90

80

70

60

50

40

30

ACTIVIDAD (pmol L-Cit/mg*min)

20

10

Estriado iINOS™
NOS total Bl nos

Figura 41. Cambios en la actividad
NOS total e iNOS en ST de ratones
iNOS”". Los datos se corresponden a la
media * EE de 6 animales por grupo, por
triplicado cada experimento.

Control MPTP aMT
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Del mismo modo, los resultados en SN de estos ratones son similares destacando la
ausencia del componente inducible. Asi los valores de NOS total en SN resultan 64.00 + 1.81
pmol/min/mg prot en controles, 68.27 + 2.786 pmol/min/mg prot en tratados con MPTP y
65.7 £ 1.754 pmol/min/mg prot tras la administracion de aMT (Figura 42).

S. negra iINOS™
Nos otal I inos

O
80
50

Figura 42. Cambios en la actividad
NOS total e iNOS en SN de
ratones  ratones  iINOS”. Los

40

30

datos se corresponden a la media
20

ACTIVIDAD (pmol L-Cit/mg*min)

+ EE de 6 animales por grupo, por
triplicado cada experimento.

Control MPTP aMT

Estos resultados han sido objeto de la siguiente publicacion:

Melatonin and its brain metabolite N(1)-acetyl-5-methoxykynuramine prevent mitochondrial nitric
oxide synthase induction in parkinsonian mice. Tapias V, Escames G, Lopez LC, Lopez A, Camacho E,
Carrion MD, Entrena A, Gallo MA, Espinosa A, Acufia-Castroviejo D., J Neurosci Res. 2009
Oct;87(13):3002-10.
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3.3 Western Blot de los Complejos de la CTE

Para el estudio del efecto del tratamiento con MPTP (15mg/kg cada dosis) y la
administracion de melatonina sobre la cantidad de proteina de los complejos respiratorios, se
realizaron los siguientes WB. Representadas en la figura 43 se muestran las imdgenes
obtenidas de los WB donde se distinguen los complejos I, lll, IV y V de la CTE en ratones
iNOS™*, iNOS”,nNOS™* y nNOS™".
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Figura 43. WB de complejos de la cadena respiratoria en ST y SN de ratones iNOS"”" ’, iNOS”"
,ANOS™”* y nNOS”" controles, con MPTP y tratados con aMT.

Los valores obtenidos por densitometria de estos westerns blot dieron lugar a los
resultados de las siguientes figuras.

En la figura 44 se muestran los cambios encontrados en la cantidad de complejo | en
ratones control, tratados con MPTP y con aMT en ratones iNOS™*, iNOS”,nNOS™* y nNOS™".
Tanto en ST como en SN.
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Figura 44. Andlisis de la densitometria obtenida de las bandas de complejo | en ratones

iNOS™*, iNOS”,nNOS"* y nNOS”" comparando grupo control con MPTPy tratado con aMT.

En la figura 45 se muestran los cambios encontrados en la cantidad de complejo Ill en

ratones control, tratados con MPTP y con aMT en ratones iNOS+/+, iNOS'/',nNOS"/+ y nNOS™".
Tanto en ST como en SN.
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Figura 45. Andlisis de la densitometria obtenida de las bandas de complejo Il en ratones
iNOS™*, iNOS”,nNOS"* y nNOS”" comparando grupo control con MPTP y tratado con aMT.
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En las figura 47 y 48 se muestran los cambios encontrados en la cantidad de complejo IV

y V en ratones control, tratados con MPTP y con aMT en ratones iNOS”*, iNOS”,nNOS"* y
nNOS”". Tanto en ST como en SN.
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Figura 47. Andlisis de la densitometria obtenida de las bandas de complejo IV en ratones
iNOS™*, INOS”,nNOS™* y nNOS”" comparando grupo control con MPTP y tratado con aMT.
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Figura 48. Andlisis de la densitometria obtenida de las bandas de complejo IV en ratones
iNOS™*, iINOS”,nNOS™* y nNOS”" comparando grupo control con MPTP y tratado con aMT.
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3.4 Daio al DNA mitocondrial.

Tras el andlisis por RT-PRC para cuantificar DNA nuclear (nDNA) y DNA mitocondrial
(mtDNA) se calculé el cociente mtDNA/nDNA como indicador de dafio gendmico mitocondrial
y consecuente implicacién en la biogénesis de la organela. El estudio se realizé en las tres
cepas de ratones control, INOS” y nNOS”, para evaluar el efecto de la presencia/ausencia de
las isoformas constitutiva e inducible de la NOS.

En la figura 50 estan representados los cocientes mtDNA/nDNA en ST y SN de ratones
control. En ésta podemos observar como el tratamiento con MPTP reduce de forma
significativa el cociente mtDNA/nDNA en SN (1.07 + 0.07 versus 0.872 + 0.06) y la tendencia de
la melatonina a contrarrestar esta disminucién aunque no de foma significativa. En el ST se
observa la misma tendencia con el MPTP pero no de forma significativa y la melatonina en
este caso parce no tener ningun efecto.
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Figura 50. Cociente mtDNA/nDNA en ST y SN de ratones control tratados con MPTP y
aMT.* P<0.05

En la figura 51 estan representados los cocientes mtDNA/nDNA en ST y SN de ratones
deficientes en iNOS (iNOS'/'). En ésta podemos observar como ni tratamiento con MPTP ni la
administracion de melatonina tienen ningln efecto sobre el cociente mtDNA/nDNA tanto en
ST (1.067 + 0.14 en control, 1.1 £ 0.06 en MPTP y 1.088 + 0.094 en aMT) como en SN (1.363 +
0.096 en control, 1.347 £ 0.095 en MPTP y 1.377 £ 0.087 en aMT)
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Figura 51. Cociente mtDNA/nDNA en ST y SN de ratones iNOS” tratados con MPTP y
aMT.* P<0.05

Por ultimo, en la figura 52 estan representados los cocientes mtDNA/nDNA en ST y SN
de ratones deficientes en nNOS (nNOS™"). En ésta podemos observar como el tratamiento con
MPTP reduce el cociente mtDNA/nDNA en ambos tejidos (1.34 + 0.02 versus 1.207 * 0.04 en
ST; 1.28 + 0.04 versus 1.09 + 0.091 en SN), aunque de forma mas acusada en SN, y como la
melatonina tiende a recuperar en ésta ultima.
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Figura 52. Cociente mtDNA/nDNA en ST y SN de ratones nNOS” tratados con MPTP y
aMT.* P<0.05, **P<0.01
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Journal of Neuroscience Research 87:3002-3010 (2009)

Melatonin and Its Brain Metabolite
N'-Acetyl-5-Methoxykynuramine Prevent
Mitochondrial Nitric Oxide Synthase
Induction in Parkinsonian Mice
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*Servicio de Anélisis Clinicos, Hospital Universitario San Cecilio, Granada, Spain

Melatonin prevents mitochondrial failure in models of
sepsis through its ability to inhibit the expression and
activity of both cytosolic (INOS) and mitochondrial
(i-mtNOS) inducible nitric oxide synthases. Because
Parkinson’s disease (PD), like sepsis, is associated with
iNOS induction, we assessed the existence of changes
in iINOS/i-mtNOS and their relation with mitochondrial
dysfunction in the MPTP model of PD, which also
displays increased iINOS expression. We also evaluated
the role of melatonin (aMT) and its brain metabolite,
N'-acetyl-5-methoxykynuramine (AMK), in preventing
i-mtNOS induction and mitochondrial failure in this
model of PD. Mitochondria from substantia nigra (SN)
and, to a lesser extent, from striatum (ST) showed a
significant increase in i-mtNOS activity, nitrite levels,
oxidative stress, and complex | inhibition after MPTP
treatment. MPTP-induced i-mtNOS was probably
related to mitochondrial failure, because its prevention
by aMT and AMK reduced oxidative/nitrosative stress
and restored complex | activity. These findings repre-
sent the first experimental evidence of a potential role
for i-mtNOS in the mitochondrial failure of PD and
support a novel mechanism in the neuroprotective
effects of aMT and AMK. © 2009 Wiley-Liss, Inc.
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The participation of factors such as oxidative/
nitrosative  stress, excitotoxicity, inflammation, and
mitochondrial dysfunction in the pathogenesis of
sporadic Parkinson’s disease (PD) may be studied in the
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine  (MPTP)
model of PD. The active glial metabohte of MPTP,
1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP™), is taken up into
the dopaminergic neurons through the dopamine trans-
porter, and it accumulates in the mitochondria of the
substantia nigra pars compacta (SNpc; Przedborski et al.,

© 2009 Wiley-Liss, Inc.

2004). Here, MPP™ binds to and inhibits complex I of
the electron transport chain (ETC; Greenamyre et al.,
2001), which in turn increases the production of reactive
oxygen species (ROS), leading to a sustained oxidative
damage to the ETC, ATP reduction, and nigral cell
death (Rego and Oliveira, 2()03 Przedborski et al.,
2004; Tretter et al., 2004). MPP* also induces microglia
activation and iNOS expression in the SN of mice
(Liberatore et al., 1999), producing large amounts of
NO- and neuronal death (Liberatore et al., 1999; Brown
and Bal-Price, 2003). In the striatum (ST), however, the
damage induced by MPP" depends on the nNOS acti-
vation and exc1totox1c1ty (Liberatore et al., 1999). NO-
enhances the MPP™ inhibition of complex I (Cleeter
et al.,, 2001), favoring the production of superoxide
anion (O, ). Here, NO- rapidly reacts with O, gen-
erating the highly toxic peroxynitrite (ONOO ), which
impairs the mitochondria as a result of the irreversible
inhibition of all ETC complexes (Brown and Borutaite,
2004), contributing to the neuronal death (Muravchick
and Levy, 2006; Zhang et al., 2006).

The presence of both constitutive (mtNOS) and
inducible (i-mtNOS) NOS isoforms in the mitochondria
of several tissues has recently been proposed (Tatoyan
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and Giulivi, 1998; Escames et al.,, 2003). A correlation
between 1-mtNOS expression and mitochondrial failure
during inflammation has been reported (Escames et al.,
2003, Lopez et al., 2006). In turn, iNOS mutant mice
are protected against MPTP toxicity (Dehmer et al,
2000) and sepsis (Lopez et al., 2006), an effect related to
the lack of mitochondrial impairment in absence of
1-mtNOS. These data further support the inflammatory
pathway in the pathogenesis of PD and suggest a role for
i-mtNOS in the mitochondrial dysfunction.

Melatonin (aMT) exerts important antioxidant and
antiinflammatory actions. Antioxidant actions involve
direct scavenging of both ROS and reactive nitrogen
species (RINS) (Tan et al., 2000; Acuna-Castroviejo
et al.,, 2001) and indirect up-regulation of antioxidant
enzymes (Antolin et al., 1996). Antiinflammatory actions
of aMT depend on its inhibition of the expression of
iNOS and, here, i-mtNOS (Crespo et al., 1999; Escames
et al., 2003). It was recently reported that the brain
aMT  metabolite  N'-acetyl-5-methoxykynuramine
(AMK) (Hirata et al., 1974) is a better antioxidant than
its precursor AFMK (Ressmeyer et al., 2003), and it is a
highly efficient NO scavenger, which forms a stable
product that does not easily redonate NO (Hardeland
et al., 2007). AMK was more potent than aMT in inhib-
iting in vitro and in vivo striatal NOS activity (Le6n
et al., 2006), and both compounds, aMT and AMK,
easily cross the brain—blood barrier after their administra-
tion, reaching neuronal and glial cells (Borlongan et al.,
2000; Baydas et al., 2002; Leon et al., 2006).

Previous reports showed that aMT prevents dopa-
mine autooxidation (Khaldy et al., 2000) and exerts
neuroprotective  properties in different models of
neurodegeneration,  including MPTP-induced PD
(Acuna-Castroviejo et al., 1997; Khaldy et al., 2003;
Thomas and Mohanakumar, 2004). However, the effect
of aMT and/or AMK on MPTP-induced mitochondrial
dysfunction in vivo has not been examined to date.
Moreover, the participation of i-mtNOS in the
mitochondrial dysfunction and nigrostriatal degeneration
during PD is unknown. Thus, we considered it worth-
while to examine, in the MPTP model of PD in mice,
1) the presence and activity of mitochondrial NOS iso-
forms in SN and ST, 2) their relation to mitochondrial
oxidative damage, and 3) the effects of aMT and AMK
administration on i-mtNOS activity and mitochondrial
dysfunction.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

L-arginine, L-citrulline, L-tryptophan, ascorbate, meth-
ylene blue, catalase, HEPES, 3-(N-morpholino)propanesul-
fonic acid (MOPS), DL-dithiotreitol (DTT), leupeptin,
aprotinin, pepstatin, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),
hypoxantine-9-beta-D-ribofuranosid (inosine), EGTA, BSA,
Dowex-50W (50x8-200) resin, FAD, NADPH, 5,6,7,8-tetra-
hydro-L-biopterin  dihydrochloride (Hy-biopterin), bovine
brain CaM (98% SDS-PAGE), trichloroacetic acid, decylubi-
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quinone, and aMT, were obtained from Sigma-Aldrich
(Madrid, Spain). [’H|L-arginine (58 Ci/mmol) was obtained
from Amersham (GE Healthcare Espafia, Barcelona, Spain).
Tris HCI and calcium chloride were obtained from Merck
(Darmstadt, Germany). The synthesis of AMK has been
described elsewhere (Entrena et al., 2005). All other chemicals
of the purest available grade were obtained from Sigma-
Aldrich (Madrid, Spain) unless otherwise specified.

Animals and Treatments

Adult male C57/Bl6 mice weighing 28-30 g (3—4
months old) were obtained from the University of Granada’s
facility and housed in clear plastic cages maintained at 22°C =
2°C and 40% humidity, with a 12-hr light/dark cycle. Mice
were feed with tap water and a standard diet ad libitum. All
experiments were performed according to the Spanish
Government guide and the European Community guide for
animal care. Mice were divided into the following groups: 1)
control group, injected with vehicle (ethanol/saline); 2)
MPTP group; 3) MPTP + aMT group; and 4) MPTP +
AMK group. Four doses of 15 mg/kg MPTP dissolved in 30
pl saline were injected (s.c.) on the first day with 2-hr inter-
vals between them, and 24 hr later three additional doses of
the same MPTP concentration were injected following the
same protocol. aMT and AMK [20 mg/kg dissolved in 30 pl
of 2.5% ethanol/saline (v/v) solution] were injected (s.c.) 1 hr
before the first dose of MPTP. Thirty-two hours after starting
treatments, the animals were sacrificed by cervical dislocation,
their brains were removed, and fresh SN and ST were
dissected for subsequent mitochondria preparation. Because of
the amount of tissue necessary to prepare a highly pure mito-
chondrial fraction from SN and ST, 96 mice were used in
each experimental group. Eight SN and ST (corresponding to
four mice) were mixed and processed together to obtain one
sample of pure mitochondria for analytical purposes. Mito-
chondrial pellets were stored at —=80°C until assays.

Isolation of Cytosol and Pure Mitochondria

Mitochondrial and cytosolic fractions of ST and SN
were prepared as described elsewhere (Rice and Lindsay,
1997), with minor modifications. All procedures were carried
out at 0—-4°C. Briefly, ST and SN were dissected, weighed,
washed with saline, placed into ice-cold buffer (25 mM Tris,
0.5 mM DTT, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, 10
pg/ml pepstatin, 1 mM PMSF, pH 7.6) and homogenized
(10%, w/v) at 700 rpm in a Teflon pestle. The homogenates
were centrifuged twice at 1,300¢ for 3 min, and the superna-
tants were mixed and centrifuged at 21,200¢ for 10 min,
yielding the crude mitochondrial (pellet) and cytosol fraction.
The supernatants of this second centrifugation, which corre-
spond to the crude cytosolic fraction, were diluted (0.1 g/ml)
in ice-cold buffer 25 mM Tris, 0.5 mM DTT, 10 pg/ml
aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml pepstatin, 1T mM
PMSF, pH 7.6) and centrifuged at 1,000¢ for 5 min at 4°C,
and the supernatants were processed for subsequent determi-
nations (see below). The crude mitochondrial pellets were
suspended in 15% v/v Percoll prepared in isolation buffer
(0.32 M sucrose, 1 mM EDTA-K*, 10 mM Tris-HCI, pH
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7.4), in a proportion of 1 g original brain homogenate/10 ml
Percoll. Then, 0.85 ml of this mixture were carefully layered
onto a discontinuous Percoll density gradient consisting in 1
ml of 23% (v/v) Percoll layered onto 1 ml of 40% (v/v)
Percoll. The samples were centrifuged at 28,200¢ for 12 min
in an angle-fixed rotor. The bands in the interface between
15% and 23% Percoll layers were aspirated with a syringe,
carefully diluted 1:1 with isolation medium, and centrifuged at
16,800¢ for 10 min. The pellet was resuspended in a total vol-
ume of 1 ml isolation buffer, centrifuged at 7,200¢ for 10 min
at 4°C to remove the Percoll, and washed again with a high-
ionic-strength solution of KCIl 150 mM to yield a highly pure
mitochondrial preparation without contaminating organelles
and broken mitochondria (Lépez et al,, 2006). Pure mito-
chondrial fractions were homogenized (0.1 g/ml) in ice-cold
buffer (25 mM Tris, 0.5 mM DTT, 10 pg/ml pepstatin, 10
pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 1 mM PMSF, pH 7.6)
at 0.4°C. The crude homogenates were centrifuged at 2,500¢
for 5 min, and aliquots of the supernatant were used immedi-
ately for NOS activity determination.

Assay of Cytosolic and Mitochondrial NOS Activity

The cytosol and mitochondrial samples were either
stored at —80°C for total protein determination (Lowry et al.,
1951) or used immediately for NOS activity assays, monitor-
ing the conversion of L-[’Hlarginine to L-[’H]citrulline
(Bredt and Snyder, 1992). The final incubation volume was
100 pl and comprised 10 pl cytosol or mitochondrial samples
added to a buffer to give a final concentration of 25 mM Tris,
1 mM DTT, 30 uM H,-biopterin, 10 pM FAD, 50 nM L-
[’H]arginine, 10 pM L-arginine, 0.5 mg/ml BSA, 0.5 mM
inosine, and 0.1 mM CaCl,, pH 7.6. The reaction was started
by the addition of 10 pl NADPH (0.75 mM final concentra-
tion) and continued for 30 min at 37°C. Control incubations
were performed in absence of NADPH. To determine the
Ca”"-independent NOS activity, 10 mM EDTA was added
to the reaction medium. The reaction was stopped by the
addition of 400 pl cold 0.1 M Hepes containing 10 mM
EGTA, 1 mM L-citrulline, pH 5.5. The reaction mixture was
decanted into a 2-ml column packed with Dowex-50W ion
exchange resin (Na* form) and eluted with 1.2 ml distilled
water. L-[’H]citrulline was quantified by liquid scintillation
spectroscopy. The retention of L-[’HJarginine by the column
was greater than 98%. Specific enzyme activity was deter-
mined by subtracting the control value, which usually
amounted less than 1% of the radioactivity added. NOS activ-
ity was expressed as pmol of L-[*H]citrulline/min/mg protein.

Nitrite Assay

Cytosol and mitochondrial fractions were thawed, and
mitochondrial aliquots were suspended in ice-cold distilled
water and immediately sonicated to break mitochondrial
membranes. Aliquots of these samples were either stored at
—80°C for total protein determination (Lowry et al., 1951) or
used to calculate nitrite levels. The amount of nitrite was
measured following the Griess reaction (Green et al., 1981) by
incubating 100-pl samples with 100 pl Griess reagent [0.1%
N-(1-naphthyl) ethylendiamine dihydrochloride; 1% sulfanila-

mide in 5% phosphoric acid; 1:1] at room temperature for
20 min. The absorbance at 550 nm was measured, and nitrite
concentrations were calculated by comparison with the
absorbance of a standard solution of known sodium nitrite
concentration and expressed as nmol nitrite/mg protein.

Lipid Peroxidation Assay

For lipid peroxidation (LPO) measurements, cytosolic
aliquots were thawed and treated with ice-cold 10 mM
Tris-HC1 buffer, pH 7.4, containing 1 mM EDTA-K™,
whereas mitochondrial fractions were thawed, suspended in
ice-cold 10 mM Tris-HCI bufter, pH 7.4, containing 0.32 M
sucrose and 1 mM EDTA-K™", and sonicated to break mito-
chondrial membranes. Aliquots of these samples were either
stored at —80°C for total protein determination (Lowry et al.,
1951) or used for LPO assay. For this purpose, a commercial
LPO assay kit able to determine both malondialdehide (MDA)
and 4-hydroxyalkenals (4HDA) was used (Bioxytech LPO-
568 assay kit; OxisResearch, Portland, OR; Esterbauer and
Cheeseman, 1990). LPO concentration is expressed in nmol/
mg protein.

Complex I (NADH:Ubiquinone Oxidoreductase) Assay

To prepare submitochondrial particles, mitochondrial
pellets were frozen and thawed twice, suspended in 160 pl of
the incubation medium, and sonicated. Complex I activity
(NADH CoQ oxidoreductase) was measured in the presence
of decylubiquinone and succinate as the rotenone-sensitive
decrease in NADH (Barrientos, 2002). Briefly, an aliquot of
the submitochondrial suspension (0.5 mg protein/ml, final
concentration) was added to the reaction mixture (final incu-
bation volume 500 pl) containing 0.25 M sucrose, 50 mM
KH,PO,, pH 7.4, 1 mM KCN, 10 pg/ml antimycin A, and
50 uM decylubiquinone. After preincubation for 3 min at
25°C, the reaction was initiated by the addition of NADH
(100 uM, final concentration), and the rate of decrease in the
absorbance was monitored at 340 nm for 1.5 min. That
NADH oxidase activity measured with this method corre-
sponds to complex I was further confirmed insofar as incuba-
tion in the presence of 1 pM rotenone completely abolished
the enzyme activity. The complex I activity was expressed as
nmol of NADH oxidized/min/mg protein.

Statistical Analysis

Eight SN and ST (corresponding to four mice) were
mixed and processed together as one sample to obtain a mini-
mal amount of mitochondria for analytical purposes. Thus, the
data represent the mean = SEM of six experiments (corre-
sponding to 24 mice) performed in triplicate. One-way
ANOVA I followed by Student-Newman-Keuls multiple-
comparisons test was used for statistical purposes. P < 0.05
was considered statistically significant.

RESULTS

aMT and AMK Prevent iNOS/i-mtNOS Activity
Induced by MPTP

The cytosol and mitochondrial NOS activities in
SN of mice are shown in Figure 1. In cytosol (Fig. 1A),
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Fig. 1. Changes in NOS activities in SN. A: MPTP significantly
induced iINOS and reduced nNOS activities in SN cytosol. Treat-
ment with aMT and AMK reduced significantly iNOS and nNOS
activities. B: MPTP significantly induced i-mtNOS without changes
in ¢c-mtNOS in SN mitochondria. Treatment with aMT and AMK
reduced i-mtNOS to control values, and only aMT further reduced
c-mtNOS somewhat. The eftect of AMK was significantly greater
than that of aMT in terms of iNOS and i-mtNOS reduction, but its
effect on nNOS and ¢-mtNOS was smaller than that of aMT. The
values represent mean * SEM from n = 6 measurements/group
(each measurement was made in SN and ST mitochondria obtained
from four animals and processed together; thus, in total 24 animals
were used). *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 vs. vehicle-
treated mice; P < 0.05, P < 0.01, and **P < 0.001 vs. MPTP-
treated mice; TP < 0.05 and 1P < 0.01 vs. aMT.

iINOS activity was almost undetectable in control mice,
but it increased significantly after MPTP administration
(P < 0.001). Administration of aMT or AMK signifi-
cantly reduced the iNOS activity stimulated by MPTP
(P < 0.001), although the effect of AMK was signifi-
cantly greater than that of aMT (P < 0.01). MPTP
administration also reduced slightly the activity of nNOS
in cytosol of SN (P < 0.05), whereas administration of
aMT or AMK further reduced it (P < 0.001).

In control mitochondria of SN (Fig. 1B), two
different activities corresponding to a Ca” ' -dependent
(c-mtNOS) and a Caz+—independent (1-mtNOS) NOS
were detected. The mitochondrial NOS activities corre-
spond to the constitutive and inducible mitochondrial
NOS isoforms, respectively, described elsewhere
(Escames et al., 2003; Lopez et al., 2006). MPTP admin-
istration significantly increased the activity of i-mtNOS
(P < 0.001) without affecting c-mtNOS activity. Treat-
ment with aMT and, mainly, AMK restored the basal
activity of i-mtNOS in (P < 0.001), with minor effects
on c-mtNOS activity.

Figure 2 shows the changes found in ST cytosol
and mitochondria NOS activities. MPTP and aMT
or AMK treatments did not modify iNOS activity
(Fig. 2A). MPTP, however, increased cytosol nNOS
activity (P < 0.05), which was significantly reduced after
aMT or AMK administration (P < 0.001). In ST
mitochondria (Fig. 2B), MPTP significantly induced
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Fig. 2. Changes in NOS activities in ST. A: MPTP did not affect
significantly iNOS activity but increased nNOS in ST cytosol. aMT
and AMK administration did not affect iNOS and decreased nNOS
activity. B: In ST mitochondria, MPTP increased i-mtNOS activity
that was counteracted by aMT and AMK administration. MPTP also
reduced slightly ¢-mtNOS, whereas aMT and AMK did not further
affect it. The values represent mean = SEM from n = 6 measure-
ments/group (each measurement was made in SN and ST mitochon-
dria obtained from four animals and processed together; thus, in total
24 animals were used). *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001
vs. vehicle-treated mice; ##p < 0.01 and P < 0.001 vs. MPTP-
treated mice.

i-mtNOS (P < 0.01), which was prevented by aMT
(P < 0.01) or AMK (P < 0.001) treatments. MPTP
also reduced slightly the activity of ¢-mtNOS (P <
0.05), but treatment with aMT or AMK did not further
affect it.

In comparing the effects of MPTP on SN and ST,
the main differences between them are 1) the lack of
effect of MPTP on iNOS activity in ST cytosol and the
effect of the neurotoxin on i-mtNOS activity in SN
mitochondria, where the percentage of increase of
i-mtNOS was significantly higher than in ST mitochon-
dria (198% vs. 142%, respectively; P < 0.001). aMT and
mainly AMK significantly prevented the eftects of
MPTP on 1-mtNOS activities, with minor effects on
c-mtNOS.

aMT and AMK Prevent the Increase in Nitrite
Levels Induced by MPTP

Figure 3 shows the levels of nitrite in cytosol and
mitochondria of SN and ST. MPTP increased the nitrite
levels in the cytosol of both brain nuclei (P < 0.001),
although this effect was significantly greater in SN
(Fig. 3A) than in ST (Fig. 3B; P < 0.001). These
changes were counteracted after aMT or AMK adminis-
tration (P < 0.001). The eftects of MPTP were also
observed in SN and ST mitochondria, where the
neurotoxin increases the levels of nitrite (P < 0.001). In
addition, the increase in mitochondrial nitrites caused by
MPTP was significantly greater in SN than in ST (P <
0.001). aMT and AMK administration returned the
nitrite levels to control values (P < 0.001).



3006 Tapias et al.
A 0 [s. nigra E'ﬁ B 30 "Striztum
251 a5
20 Tl van 20 [l ven .
5 W vrre b W e
=15 my — "
B | B | mmaw
a 10 a1oF :
o [=]
E 4T E 41
= =
[=]} [=]
44
E ap e, E af
= . I =
z? z?
1r 1
Cytasol Mitechondria

Fig. 3. Levels of nitrite in SN and ST. A: After MPTP administra-
tion, the levels of nitrite increased significantly in cytosol and mito-
chondria of SN. Administration of aMT and AMK counteracted the
effect of MPTP. B: MPTP also increased nitrite levels in cytosol and
mitochondria of ST, an effect counteracted by aMT and AMK.
These changes in nitrites parallel those reported for i-mtNOS shown
in Figures 1 and 2; i.e., nitrites were significantly higher in SN than
in ST. The values represent mean = SEM from n = 6 measure-
ments/group (each measurement was made in SN and ST mitochon-
dria obtained from four animals and processed together; thus, in total
24 animals were used). **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. vehicle-
treated mice; “P < 0.05, #¥P < 0.01, and ##*P < 0.001 vs. MPTP-
treated mice; $88p < 0.001 vs. ST.

aMT and AMK Prevent the Oxidative Stress
Induced by MPTP

Changes in LPO levels in SN and ST are shown in
Figure 4. In SN, MPTP significantly increased LPO levels
in cytosol (P < 0.01) and mitochondria (P < 0.001;
Fig. 4A). Administration of aMT (P < 0.05) and AMK
(P < 0.01) counteracted the effects of MPTP in cytosol.
In SN mitochondria, both compounds counteracted the
effects of MPTP (P < 0.001), although the effect of AMK
was higher than that of aMT (P < 0.05). In ST, MPTP
also increased both cytosolic (P < 0.05) and mitochon-
drial (P < 0.001) nitrite levels. In addition, aMT and
AMK reduced nitrites to control values in cytosol (P <
0.05) and mitochondria (P < 0.001). In parallel with the
changes observed in iINOS/i-mtNOS and nitrite, the
effect of MPTP administration on LPO levels was signifi-
cantly greater in SN than in ST cytosol and mitochondria
(P < 0.05 and P < 0.01, respectively).

aMK and aMT Prevent the Inhibition of the
Complex I Resulting From MPTP

Figure 5 shows the typical reduction in complex I
activity following MPTP administration. The inhibition
induced by MPTP was more important in SN (50%) than
in ST (29%) mitochondria. Treatment with aMT or AMK
counteracted the effects of MPTP in both brain nuclei,
increasing complex I activity above the control values in
SN (P < 0.001) and ST (P < 0.05) mitochondria.
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Fig. 4. LPO levels as assessed by malondialdheyde (MDA) and 4-
hydroxynonenal (4HDA) measurements in SN and ST. A: MPTP
treatment induced a significant increase in LPO levels in cytosol and
mitochondria from SN. The changes in LPO resulting from MPTP
were counteracted by aMT and AMK administration. In this case,
AMK effect was significantly greater than aMT in SN mitochondria.
B: MPTP also increased nitrite leves in cytosol and mitochondria
from ST, although to a lesser extent than in SN. The administration
of aMT and AMK restored nitrites to control values. The changes in
LPO parallel those of i-mtNOS and nitrites (Figs. 1-3); i.e., LPO
was significantly greater in SN than in ST. The values represent
mean = SEM from n = 6 measurements/group (each measurement
was nade in SN and ST mitochondria obtained from four
animals and processed together; thus, in total 24 animals were used).
*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 vs. vehicle-treated mice;
#P < 0.05, P < 0,01, and 7P < 0.001 vs. MPTP-treated mice;
TP < 0.05 vs. aMT; 3P < 0.05 and %8P < 0.001 vs. ST.

DISCUSSION

The current report presents the first evidence in
support of a role for i-mtNOS in the pathophysiology of
PD. Specifically; our results demonstrate that, after
MPTP administration, i-mtNOS is induced in the
mitochondria of SN, leading to a high production of
NO-. In contrast, i-mtNOS was only slightly induced
by MPTP in ST mitochondria. These differences in
1-mtNOS induction between SN and ST correlated with
the mitochondrial damage found in these brain nuclei.
In fact, complex I inhibition, NO- production, and LPO
levels were significantly higher in SN than in ST after
treatment with MPTP. Our data also show for the first
time that treatment with AMK, a brain metabolite of
aMT, was as efficient as aMT treatment in counteracting
1-mtNOS induction, oxidative stress, and mitochondrial
dysfunction induced by MPTP.

Biochemical abnormalities relevant to the pathoge-
nesis of PD include mitochondrial dysfunction, free
radical-mediated damage, excitotoxicity, and inflamma-
tion (Bogaerts et al., 2008; Schapira, 2008). The direct
relation between mitochondrial dysfunction and PD
came from the post-mortem description of complex I
deficiency in the SN of patients with PD (Schapira
et al., 1989). The cause of the complex I deficiency is
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Fig. 5. Changes in the activity of complex I in SN and ST
mitochondria. MPTP administration reduced significantly the activity
of complex I in SN mitochondria and, to a lesser extent, in ST
mitochondria. The administration of aMT and AMK restored complex
I activity in SN from MPTP-treated mice, increasing it above the
control. Both compounds, i.e., aMT and AMK, also restored complex
I activity in ST of parkinsonian mice, and they increased the activity of
the enzyme above the control values. The values represent mean *
SEM from n = 6 measurements/group (each measurement was made
in SN and ST mitochondria obtained from four animals and processed
together; thus, in total 24 animals were used). *P < 0.05, **P < 0.01,
and ***P < (0.001 vs. vehicle-treated mice; P < 0.001 vs. MPTP-
treated mice; $88p < 0.001 vs. SN.

unknown, although it lowers the threshold of apoptosis
mediated by mitochondria mainly due to a decrease in
ATP production and by the generation of ROS/RNS
(Pathak and Davey, 2008). Together with complex I
deficit, the NO- derived from iNOS-expressing activated
microglia plays a pivotal role in the cascade of deleteri-
ous events leading to SN dopaminergic neuronal death
in the MPTP mouse model of PD (Zhang et al., 2006).
Our results further support previous data showing a dif-
ferential pattern of iINOS/nNOS activation (Liberatore
et al.,, 1999). Thus, whereas SN showed a significant
induction of iINOS and NO- production after MPTP
administration, ST, however, showed increased activity
of nNOS instead of iINOS, with less NO- production
and damage.

Changes in iNOS expression induced by MPTP
would be reflected in changes in mitochondrial NOS ac-
tivity. Increasing evidence supports the presence of con-
stitutive (c-mtNOS) and inducible (i-mtNOS) NOS iso-
forms in the mitochondria (Tatoyan and Giulivi, 1998;
Kanai et al., 2001; Escames et al., 2003), which produce
NO- for regulatory purposes (Valdez et al., 2005; Lopez
et al,, 2006). During inflammation, the expression and
activity of i-mtNOS increase in parallel to cytosolic
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iNOS, vyielding high amounts of mitochondrial NO-
that produce a concentration-dependent inhibition of
the respiratory complexes, ATP depletion, and cell death
(Lisdero et al., 2005; Lopez et al., 2006; Acufia-Castro-
viejo et al., 2007).

These data led us to explore the presence of
i-mtNOS in the MPTP model of PD. In our hands,
MPTP caused a significant increase in i-mtNOS activity
in the mitochondria of SN and a lesser increase in ST
mitochondria. Changes in mitochondrial NO- level in
both brain nuclei parallels those of i-mtNOS, and they
depended on the i-mtNOS activity, because c-mtNOS
remained unchanged or slightly decreased after MPTP.
Thus, cytosolic changes in SN and ST during MPTP-
induced inflammation are reflected in the mitochondria,
at least in terms of i-mtNOS activity and NO- produc-
tion. The elevation of NO- levels may, in turn, enhance
MPP " -induced inhibition of complex I (Cleeter et al.,
2001), which increases O, production and ONOO
formation. Moreover, the depletion of GSH, a main
scavenger of mitochondrial ONOO , and other antioxi-
dants that occur in the SN after MPTP (Jenner, 2003;
Andersen, 2004) enhances the nitrosative stress causing
an irreversible damage to critical cellular and mitochon-
drial enzymes such as complex I (Schapira et al., 1989;
Foxton et al., 2007) and inducing dopaminergic cell
death (Acuna-Castroviejo et al., 2001; Tretter et al.,
2004; Shang et al., 2005). Alternatively, in the presence
of transition metals such as Fe>" or Cu”" a reaction of
O, with HO; results in the production of hydroxyl
radical (HO:), probably the most reactive and harmful of
all ROS. This pathway probably explains the higher lev-
els of LPO found in SN mitochondria compared with
ST, because of the high content of iron in the former.

Independently of whether mitochondrial dystunc-
tion is a cause or consequence of neurodegeneration
(Sun et al., 2007; Bogaerts et al., 2008), our results sug-
gest that inflammation-induced i-mtNOS is probably
related to mitochondrial failure in the MPTP model of
PD (Przedborski et al., 2004). In fact, MPTP reduced
complex I activity by 48% and 29% in SN and ST,
respectively, and this different degree of inhibition agrees
well with the different i-mtNOS activity and oxidative/
nitrosative stress observed in SN and ST mitochondria
of mice treated with MPTP. Thus, therapeutic
approaches to reduce the progression of mitochondrial
dysfunction in this model of PD should address three
important targets: 1) to recover complex I activity to
normalize ATP production, 2) to reduce/scavenge ROS
generation by these mitochondria to prevent further oxi-
dative damage, and 3) to reduce i-mtNOS activity and
NO:- production.

In previous reports, we showed that aMT adminis-
tration counteracted nigrostriatal damage induced by
MPTP in mice, restoring locomotor activity (Acufa-
Castroviejo et al., 1997; Khaldy et al., 2003). Neuropro-
tection by aMT against MPTP-induced neuronal injury
was partially related to its ability to scavenge the HO-
produced during DA autooxidation (Reiter, 1998;
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Khaldy et al., 2000). There is now evidence that the
antioxidant capacity of aMT not only is based on a
direct radical detoxification but includes manifold effects,
such as the increase of antioxidant enzymes GPx and
GRd (Antolin et al., 1996; Velkov et al., 2009). More-
over, several of the aMT metabolites, in addition to
AMK, and including 3-hydroxymelatonin, and AFMK
are likewise free radical scavengers (Tan et al., 2007;
Peyrot and Ducrocq, 2008). With regard to the antiin-
flammatory effects of aMT, the most important feature is
its inhibition of iNOS expression (Crespo et al., 1999).
Moreover, aMT administration also prevented i-mtNOS
induction in sepsis, avoiding respiratory chain dysfunc-
tion and preserving ATP production (Acuna-Castroviejo
et al., 2001; Escames et al., 2003; Lopez et al., 2006).
The indoleamine also increases the activity of the respi-
ratory complexes, counteracts the oxidative stress, and
maintains the mitochondrial GSH pool under different
experimental conditions both in vivo and in vitro
(Martin et al., 2000). These antioxidant and antiinflam-
matory properties of aMT are relevant in mitochondrial
physiology, and they may play a neuroprotective role in
PD (Bogaerts et al., 2008). To evaluate further the
mechanism(s) involved in the neuroprotective role of
aMT in PD, we analyzed here the effects of aMT on
mitochondrial damage and i-mtNOS induction in the
same experimental paradigm. We also evaluated the
effects of AMK, a brain metabolite of aMT that exerts
some of the actions previously attributed to aMT,
including the inhibition of NOS activity (Leén et al.,
2000, 2006).

When administered, aMT and AMK reduced
iNOS induction in SN and prevented the increase in
both i-mtNOS activity and NO- levels in SN and ST
mitochondria of mice treated with MPTP. The eftects
of AMK were significantly greater than those of aMT,
mainly in SN mitochondria. With regard to nNOS/c-
mtNOS, aMT and AMK reduced nNOS activity in SN
and ST, and they decreased c-mtNOS activity in mito-
chondria from SN and ST, although this reduction was
significantly smaller than in the case of i-mtNOS. The
nitrosative/oxidative stress reduction after the therapeutic
intervention with aMT and its metabolite in MPTP-
treated mice further prevented the mitochondrial damage
in these mice, which was reflected in the decreased LPO
levels. In this case, AMK was also more efficient than
aMT in SN, the area showing higher LPO levels. The
greater oxidative stress in mitochondria of SN compared
with ST in the MPTP group also correlated with a
greater inhibition of the complex I activity in the for-
mer. In this case, aMT and AMK administration not
only counteracted the complex I deficit resulting from
MPTP but increased its activity above control values.
This phenomenon probably depends on the dose of the
two compounds used, because a dose-dependent effect
of aMT on complex I activity was described elsewhere
(Martin et al., 2002). It is interesting to note that a typi-
cal finding in the SN of post-mortem PD patients was a
decrease in complex I proteins (Mizuno et al., 1989).

The recovery of the complex I activity after aMT
administration shown here may also be accompanied by
the increase in complex I protein reported elsewhere
(Martin et al., 2002).

In summary, our results show for the first time the
existence of an 1-mtNOS increase in SN and, to a lesser
extent, in ST in the MPTP model of PD that was
related, at least in part, to an oxidative/nitrosative mito-
chondrial stress and functional impairment. The results
also show for the first time that AMK 1is a potent inhibi-
tor of i-mtNOS activity and a more efficient NO scav-
enger than its precursor aMT (Hardeland et al., 2007).
These data confirm recent observations suggesting that
AMK is a brain metabolite of aMT that exerts some of
the actions of the indoleamine (Ledn et al., 2006). Our
results further support the iNOS induction in SN and
nNOS induction in ST of mice treated with MPTP
(Liberatore et al., 1999). Given the effects of aMT and
AMK in our MPTP model, as well as previously
described effects in different models of sepsis (Escames
et al., 2003), it is reasonable to predict their efficacy in
other neurodegenerative diseases characterized by inflam-
mation and mitochondrial impairment. Moreover, the
recent report showing that mitochondria take up aMT
in a concentration- and time-dependent manner (Lopez
et al., 2009) further supports a specific role for the indo-
leamine and its metabolite in this organelle. In conclu-
sion, we provide here the first evidence of a therapeutic
benefit of i-mtNOS inhibition by aMT and AMK in
PD and, by logical extension, the clinical need for more
selective 1-mtNOS antagonists.
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1. Daiios provocados por el MPTP.

En el presente estudio se ha empleado la neurotoxina MPTP para inducir un modelo de
Parkinson en ratones controles para la iNOS (C57/BI6) y la nNOS (B6129SF2/J) asi como
ratones deficientes en iNOS (B6;12954-Nos1™""/J) y nNOS (B6.129P2-Nos2"™/J). Este
modelo reproduce las caracteristicas bioquimicas y fisopatoldgicas mas importantes
encontradas en pacientes de Parkinson, lo que, entre otros aspectos, nos permite estudiar la
disfuncién mitocondrial.

Bajo condiciones fisioldgicas, la produccién y depuracién de radicales libres se
mantiene en equilibrio. Sin embargo, en algunos procesos patoldgicos, como el dafio
neuronal dopaminérgico inducido por MPTP, la formacién de radicales libres va mas alla de la
capacidad antioxidante enddgena y consecuentemente, se origina un dafio neuronal (Jenner,
2003). Actualmente las evidencias que indican que el estrés oxidativo inducido por los
radicales libres estd implicado en las enfermedades neurodegenerativas estdn tomando
mayor fuerza.

Los somas de las neuronas dopaminérgicas se hayan principalmente localizados en
la SNpc y proyectan sus axones hacia el ST (Dauer & Przedborski, 2003). Segin su
mecanismo farmacolégico, el MPP+, metabolito téxico del MPTP, es recaptado
selectivamente por las neuronas dopaminérgicas. EIl metabolismo de la DA por la MAOB y
la autooxidacién no enzimatica de la misma supone un extra oxidativo en las neuronas
dopaminérgicas ya que también conducen a la formacion de radicales téxicos (Liu et al.,
2002).

El dafio oxidativo mitocondrial es la principal caracteristica fisiopatolégica en la
EP, y constituye la via final comin de muchos de los procesos que concurren en la EP y llevan a
la inhibicion del complejo I. Por ejemplo, durante la excitotoxicidad producida por la activacién
del receptor NMDA, que conlleva a una produccién excesiva de NOe y dafio
oxidativo/nitrosativo NMDA (Atlante et al., 2001), y que se reproduce con la administracién de
MPTP. Se han encontrado evidencias que indican que el MPP+ es el responsable de la
sintesis de OHe en el cerebro de ratdn, el radical libre mas activo y téxico (Acuna-Castroviejo et
al., 1995;Tretter et al., 2004). Un incremento en la produccion de ROS produce una
deplecion de las defensas antioxidantes celulares, lo que conduce a su vez a un
aumento general del estrés oxidativo y del dafio mediado por radicales en la célula. Por ello,
los depuradores de radicales libres podrian ser de gran interés en el tratamiento de esta
patologia, lo que podria traducirse en una mejora en la actividad del complejo I.

La CTE en la mitocondria es el lugar donde mayor cantidad de ROS se generan,
concretamente en el complejo | y Ill, debido al ciclo redox de la ubiquinona (Acuna-
Castroviejo et al., 2001;Liu et al., 2002), donde se origina la fuga de electrones y formacion
de ROS. Estos ROS incluyen 02°7, OH" y H,0,, debido a la reduccién parcial del oxigeno por
uno, dos y tres electrones, respectivamente (Adam-Vizi et al., 2006). Altos niveles de
02" favorecen su reaccibn con el NO vy la produccion de ONOO,, generando
consecuentemente un mayor dafio a la CTE (Boczkowski et al., 1999;Brown, 2001;Germaine
Escames et al., 2003).
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Por otro lado, el 02" formado por la fuga de electrones puede dismutarse a H,0,
por accion de la Mn-SOD en la mitocondria o por la CuZn-SOD en el citosol. En presencia de
metales de transicion, la reaccién del 02* con el H,0, da lugar a OH", probablemente el més
reactivo y perjudicial de todas las ROS (Acuna-Castroviejo et al., 1995;Tretter et al., 2004). El
H,0, también puede generarse en el citosol por la MAO. El enzima se encuentra en la
membrana externa de la mitocondria y es especialmente importante para la formacién de
ROS en las neuronas, donde hay disponibilidad de monoaminas.

Por tanto, los radicales libres van dafiando inexorablemente a la célula y Ia
funcién mitocondrial va disminuyendo lentamente, pero no solamente debido a las ROS
gue se generan dentro de la propia organela, sino también a los que recibe del citosol.
Como consecuencia, se inhibe la fosforilacion oxidativa y disminuye la actividad de la
CTE, volviéndose ineficiente.

Para eliminar los ROS y mantener la homeostasis redox celular, los mecanismos
antioxidantes estdn presentes en numerosas células. En el modelo de MPTP se ha observado
un incremento de la formacién de radicales libres y una disminucién de los enzimas
antioxidantes. Asi, podemos pensar que la muerte neuronal causada por el MPTP es el
resultado de una cascada circular de eventos deletéreos que tienen su inicio en la mitocondria
por una alteracidon de la fosforilacién oxidativa y que también finalizan en la mitocondria por la
activacion de la maquinaria de la muerte celular programada.

Actualmente, los mecanismos de muerte celular especificos de las diversas
enfermedades neurodegenerativas sélo se conocen de un modo parcial, estando implicados el
estrés oxidativo y las alteraciones en la funcidon mitocondrial, la excitotoxicidad mediada por
Ca®*, el NO°, los mecanismos inmunoldgicos y la deficiencia en factores tréficos como
iniciadores o mediadores de la muerte celular en la EP. Cualquiera que sea el
mecanismo que dispare la muerte celular, ésta sélo puede producirse de dos modos: necrosis
celular y apoptosis. Se ha sefalado que solo el 0,5% de las neuronas de la SN sufren apoptosis
en los cerebros normales frente al 2% en cerebros con EP (lo que supone un incremento del 4
por ciento). Estudios con la técnica de TUNEL en cerebros de estos pacientes no han
encontrado fragmentacion del ADN en neuronas de la SN, locus coeruleus o corteza,
pero si en astrocitos y microglia. Ademads, ciertos factores tréficos como el factor neurotréfico
derivado de cerebro o BDNF (Murer et al., 2001) y el GDNF (Teismann et al., 2003) influyen en
el mantenimiento y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas, por lo que su deficiencia
puede estar implicada en la degeneracion y muerte celular presente en esta enfermedad.

El MPP+ es un inhibidor selectivo del complejo I, lo que a su vez genera ROS que
amplifican dicho dafio. De todas formas, se desconoce si la inhibicion del complejo |
mitocondrial es el primer mecanismo por el cual el MPP+ condiciona la muerte de las
neuronas dopaminérgicas en el modelo agudo de Parkinson inducido por MPTP. Existen
amplias evidencias que indican que cuando la deficiencia en el complejo | persiste durante un
extenso periodo de tiempo, la acumulacion de ROS puede ser significativa, y la disfuncion
del complejo | podria ser fundamental en la patogénesis de la EP ya que incrementa el estrés
oxidativo y hace vulnerables a las células a agresiones por excitotoxicidad (Atlante et al.,
2001;Sherer et al., 2002). A su vez, estos radicales libres podrian acumularse en estas células,
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dafiando la mitocondria y creando un circulo vicioso. La SNpc también contiene altos niveles
de hierro el cual es un cofactor necesario en la formacidon de OH® a través de la reaccidn de
Fenton, lo que induce la producciéon de OH" en neuronas dopaminérgicas y el consiguiente
dafio (Speciale, 2002).

Este circulo vicioso existente entre la deficiencia del complejo | y la produccién de ROS
en la cadena respiratoria puede intensificar el estrés oxidativo hasta que se produzca un
dafio irreversible mitocondrial y de otros componentes celulares y asi causar la pérdida
selectiva de neuronas dopaminérgicas (Jenner, 2003;Tretter et al., 2004). Incluso un aumento
relativamente pequefio en la concentracion de ROS, si persiste, podria ser critico para iniciar
una cascada de eventos que conducen a la muerte celular. Ademas, la inhibicion sistémica del
complejo | podria dafiar la respiracion vy la sintesis de ATP (Leon et al., 2004).

Como mecanismo patogénico afiadido, la disminucién del ATP causada por inhibicién del
complejo | podria aumentar la toxicidad por glutamato mediante la liberacion del bloqueo
por Mg®* en el receptor NMDA. Tiene lugar entonces un flujo de Ca®* el cual podria activar
la NOS neuronal y por tanto, la produccién de NO®, incrementando la inhibicién del complejo |
(Brown et al., 2006;Escames et al., 2004).

Podemos deducir que la NOS citosdlica y la mitocondrial (tanto sus componentes
constitutivos como inducibles) estdn implicadas en el desarrollo de la EP y que el NO*
producido por estos enzimas puede ser responsable, al menos en parte, del dafio oxidativo
qgque se genera en dicho modelo. En este estudio comprobamos que la administracion de
MPTP provoca un incremento del 256.5 % de la actividad NOS total en SN y un 192.9 % en ST,
en ambos casos a expensas del aumento de la actividad del componente inducible,
especialmente de la isoforma mitocondrial. Queda demostrado asi el efecto del MPTP en el
aumento de la i-mtNOS y, por tanto, de la produccién mitocondrial de NO®. Prueba de ello
son los resultados obtenidos en ratones deficientes para la iNOS, carentes de la actividad
inducible, donde la actividad NOS total no se ve modificada. Existen datos que apoyan que
el elevado NO" mitocondrial conduce a la muerte de las neuronas dopaminérgicas por dafio
oxidativo/nitrosativo (Zhang et al., 2006). Al propio mecanismo para aumentar la iNOS7i-
mtNOS derivado del MPTP, el proceso de excitotoxicidad glutamatérgica puede también
contribuir al aumento de la actividad de la mtNOS, debido a la captacién del Ca®* por parte de
las mitocondrias que se encuentran localizadas cerca de los receptores NMDA (Escames et al.,
2004).

La relaciéon o importancia fisiopatolégica del NO® en la neurotoxicidad del MPTP es que,
en esta patologia se produce también reaccidén inflamatoria que activa la iNOS/i-mtNOS en la
microglia, contribuyendo a la muerte neuronal; este NO® microglial derivado de la
iNOS/i-mtNOS es fundamental en la cascada de eventos deletéreos que inducen la
muerte dopaminérgica en la SNpc en el modelo de Parkinson inducido por MPTP (Liberatore et
al., 1999).

En nuestro estudio se ha observado que durante la EP inducida por MPTP tiene lugar
una inhibicién de la actividad de la CTE, concretamente del complejo I, tanto en ST (26%) vy, en
mayor grado (66%), en la SN, en ratones controles. Asimismo, en animales deficientes en nNOS
e iNOS, los valores de inhibicién de la actividad del complejo | son similares a los encontrados
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en ratones normales, con una reduccion del 37% en ST y del 61% en SN en los primeros, y del
43.18% en STy 73.37 % en SN en el segundo. Ello indica que, si bien el proceso inflamatorio
en la EP puede ser importante para la viabilidad neuronal y disfuncién mitocondrial, en
nuestro modelo de Parkinson inducido por MPTP la deficiencia en iNOS/i-mtNOS no afecta a la
actividad del complejo I, que sigue inhibida. Probablemente se debe a que la inhibicidn
mantenida por el MPP+ solapa el efecto beneficioso que la ausencia de iNOS pueda tener.

Junto a esta disfuncion en la CTE debido a la inhibicién del la actividad del complejo I, se
observa un dafio oxidativo a macromoléculas, en este caso a lipidos (observado por la
induccion de la LPO). Este aumento de LPO se produce tanto en ST como en SN, aunque el
dafio es mayor en esta ultima, donde la induccién de la i-mtNOS es maxima y probablemente
responsable de ese aumento de LPO. La

Al medir los niveles de MDA y 4HDA en mitocondrias, estamos cuantificando la LPO
de las membranas mitocondriales, aunque la interna contiene sélo un 25% de lipidos en
su composicidn, siendo la mayor parte proteinas (Ardail et al., 1990). La LPO puede dar lugar a
una reduccién de la densidad de los receptores integrados en las membranas y ademas alterar
la fluidez de las mismas, afectando al mecanismo de acoplamiento en el caso de la
membrana mitocondrial interna. Este aumento de LPO, que también muestran los pacientes
con EP, puede constituir parte de los mecanismos relacionados con la degeneracion
progresiva de las neuronas dopaminérgicas (Dexter et al., 1989).

Pero el estrés oxidativo resultante del aumento en la produccién de radicales
libres no sélo dafa a los lipidos, sino también a otras macromoléculas como son las proteinas
y el ADN. El estrés oxidativo también puede activar la poli ADP-ribosa sintetasa (PARS), enzima
nuclear que interviene en los procesos de reparacién del ADN, afiadiendo unidades de ADP-
ribosa a proteinas nucleares como las histonas (Strosznajder et al., 2005).

Siendo la mitocondria la principal fuente de ROS y al mismo tiempo, diana de todo el
proceso neurodegenerativo, seria légico pensar en un posible dafio al genoma mitocondrial.
Tratando de estudiar este daifo provocado por el MPTP, se evalué el indice DNA
mitocondrial/DNA nuclear, como indicador de la deplecion del material genético de la
mitocondria. Se usaron para el estudio los valores obtenidos en ratones controles, deficientes
en iNOS y deficientes en nNOS. Los principales cambios se observaron a nivel de la SN en
ratones controles y deficientes en nNOS, con un incremento significativo de la deplecion de
mtDNA, lo que podria resultar en actividades reducidas del complejo | de la CTE. Este
aumento, en cambio, no se aprecia en los ratones deficientes en iNOS, probablemente mas
protegidos del dafio nitrosativo.

En funcién de los resultados obtenidos acerca del dafio provocado por el MPTP, se
podria actuar sobre tres puntos clave para reducir o disminuir la progresion de la EP: 1)
restaurando la actividad del complejo I; 2) inhibiendo la formacién de ROS en la mitocondria, y
3) reduciendo la produccién de NO".

108



Discusion

2. Efectos de la melatonina en el modelo de EP con MTPT

La melatonina presenta determinadas propiedades que la hacen una molécula
interesante a ensayar en modelos en los que coexisten el estrés oxidativo y las alteraciones en
la funcidon mitocondrial, como es el caso de la EP:

- es hidro- y lipofilica, y cruza facilmente Ila barrera hematoencefalica
(Borlongan et al., 2000;Baydas et al., 2003;Acuna-Castroviejo et al., 2003), lo que hace
que STy SN sean accesibles tras la administracién sistémica de la indoleamina.

- es un depurador directo de radicales libres [OH", peroxilo (ROO®), 027, NO°,
ONOQ’, acido peroxinitroso (ONOOH) y 0,] (Zang et al., 1998;Reiter et al., 2000), y
también posee un efecto antioxidante indirecto (Tan et al., 2000a;Poeggeler et al.,
1994).

La melatonina actia como un antioxidante fisioldgico y farmacoldgico, y parece ser
que sus mecanismos antioxidantes son de mayor complejidad que los que presentan los
antioxidantes clasicos. Depura radicales libres de forma directa por diferentes vias como
pueden ser la donacion de electrones, la captacidon electrones o del propio radical libre,
reacciones de adicidn y sustitucidon. El AFMK y el AMK, dos metabolitos de la melatonina,
también presentan una importante capacidad para depurar radicales libres y por tanto
propiedades neuroprotectoras (Acuna-Castroviejo et al., 2003;Guenther et al., 2005). La
melatonina contrarresta la produccién de radicales OH® durante la autoxidaciéon de la DA in
vitro (Miller et al., 1996;Khaldy et al., 2000) donando un electrén para transformarse en el
cation radical indolilo (aMT’), que a su vez, reacciona con el anién 02° para formar un
producto estable, el AFMK. La melatonina depura también el H,0, para formar igualmente
AFMK (Tan et al., 2000b), e incluso puede depurar dos moléculas de OH" para formar 3-
hidroximelatonina ciclica (3-OHaMT) (Tan et al., 1998). Ademas se ha demostrado que el AMK
tiene un efecto inhibidor sobre la actividad nNOS en condiciones fisioldgicas (Leon et al.,
2006).

La mayoria de los estudios publicados utilizan multidosis inyectadas de MPTP en pocas
horas y se ha demostrado que se trata de tiempo suficiente para causar neurotoxicidad (Ma et
al., 2009;Morgan & Nelson, 2001). Entre las acciones descritas de la melatonia en el
cerebro, se encuentra también la inhibicién de la excitacién de los receptores NMDA y
ello podria estar en conexién con su actividad antiexcitotoxica (Escames et al., 2004),
importante en la EP (Mayo et al., 2005). Ademas, la melatonina previene la autooxidacién de la
DA (Khaldy et al., 2000), reduciendo el estrés oxidativo nigroestriatal. Adicionalmente, la
melatonina también induce una disminucién del transportador de DA (down-regulation),
impidiendo de la entrada de MPTP y dando lugar a una menor toxicidad (Lin et al., 2008).

Por otro lado, la melatonina aumenta la eficiencia de la CTE mitocondrial, potenciando
la actividad de los cuatro complejos respiratorios de forma dosis dependiente (Lopez et al.,
2009), y contrarresta la inhibicion del complejo | inducida por MPTP (Khaldy et al.,
2003;Srinivasan et al., 2005;Tapias et al., 2009), un efecto que preserva la produccion de ATP y
la supervivencia celular (Acuna-Castroviejo et al., 2001). En nuestro estudio, la administracion
de melatonina contrarresta el efecto del MPTP sobre el complejo |, tanto en la SN como en el
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ST, y este efecto ha sido independiente de la cepa de animal usado. Por tanto, el efecto
neuroproector de la melatonina a nivel del complejo | mitocondrial parece ser directo, no
interviniendo su actividad antioxidante frente a los radicales libres de oxigeno y de nitrégeno
dependientes de la iNOS/i-mtNOS.

Atendiendo a los resultados de expresion de los distintos complejos respiratorios, los
ratones deficientes en iNOS presentan un comportamiento similar en la expresién del
complejo | en SN y ST tras el tratamiento con MPTP, que refleja un intento de contrarrestar la
inhibicién de su actividad por el MPTP. De hecho el mayor aumento en SN puede indicar el
mayor grado de inhibicidn de la actividad de dicho complejo por la neurotoxina. Por el mismo
motivo, la melatonina aumenta mas la expresién en SN que en ST.

Los resultados en los ratones deficientes en iNOS arrojan nuevas expectativas. La
expresion basal en SN y ST es mas baja que en sus ratones control, siendo los efectos del MPTP
y la melatonina también mas discretos. Esto podria llevar a pensar en una posible relacién
entre el NO" derivado de la iNOS y el control de la expresién del complejo I. Sin embargo, en
los ratones deficientes en nNOS, la expresidon del complejo | apenas se ve modificada en la SN
aunque muestran una expresion basal mayor que también es visible de manera similar en el
ST. Asi pues, parece que la ausencia de NO® derivado de la iNOS inhibe la expresién del
complejo I, mientras que la falta de NO® derivado de la nNOS aumenta dicha expresion,
abriendo nuevas vias de regulacién que deben analizarse.

En cuanto a los resultados encontrados en los complejos Il y IV de la CTE, la expresion
en los ratones controles y deficientes en iNOS y nNOS es similar, dentro de ciertos limites, no
encontrando las grandes diferencias presentes a nivel del complejo I. Con respecto al complejo
V, los ratones deficientes en nNOS vuelven a mostrar una expresion mas baja que los
controles, tanto en SN como en ST.

De todo ello, cabe deducir que el NO®, proveniente de iNOS o de nNOS, parece controlar
la expresién del complejo | y V, no afectando de manera tan significativa a los otros complejos
de la CTE. Estos resultados justifican un analisis futuro mas detallado de los mecanismos que
pueden estar involucrados en dicha regulacién, y hacen pensar que la modulaciéon de la
actividad de la CTE por el NO® va mas alld que el simple papel regulatorio directo de este gas
sobre los complejos respiratorios.

La melatonina inhibe las isoformas constitutivas de la NOS, tanto la nNOS citosdlica
como la c-mtNOS de forma dosis dependiente mediante un mecanismo que implica su union
con el complejo Ca’*CAM. La melatonina inhibe también la expresién de la iNOS/i-
mtNOS. En consecuencia, la melatonina contrarresta el estrés oxidativo inducido por el dafio
mitocondrial (Acuna-Castroviejo et al., 2001;Escames et al., 2006;Lopez et al., 2006). Los datos
de este estudio muestran cédmo la melatonina previene selectivamente el incremento en la
actividad NOS inducible en ST y SN de ratones controles y deficientes en nNOS. Sin embargo,
no modifica la actividad total en ratones deficientes en iNOS.

El incremento en la masa mitocondrial y el contenido en mtDNA son procesos
moleculares tempranos en células humanas en respuesta al estrés oxidativo (Lee et al., 2000).
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Existen una serie de mecanismos que controlan el sistema genético mitocondrial y relaciones
intergendmicas que han sido recientemente resumidos (Garesse & Vallejo, 2001). Defectos en
el metabolismo mitocondrial pueden estar asociados también a alteraciones del mtDNA o del
NDNA, ya sea en los procesos de transcripcion, translacion o replicacion (Schapira, 1998) con
alteraciones de la LPO, enzimas del ciclo de Krebs y del sistema de fosforilacién oxidativa como
resultado final. La melatonina también previno la deplecién de mtDNA inducida por el MPTP
en aquellos casos donde fue detectada, principalmente a nivel de la SN en ratones control y
deficientes en nNOS, probablemente gracias a su capacidad antioxidante, tanto directa como
indirecta, potenciadora de la CTE y protectora de la funcién mitocondrial. En diversos
experimentos se ha demostrado que la melatonina, tanto ‘in vivo’ como en mitocondrias
incubadas ‘in vitro’, estimula la transcripcién del mtDNA, aumentando la expresion del
acido ribonucleico mensajero (mRNA) correspondiente a las subunidades |, 1l y lll del complejo
IV de la CTE que estan codificados por el mtDNA (Escames et al., 2006).

Entre otros efectos, la melatonina es capaz de contrarrestar la induccion de LPO
(Khaldy et al., 2003;Leon et al., 2004;Escames et al., 2006); reduce la gliosis ya que neutraliza
esos radicales libres (Baydas et al., 2006); es capaz de modular la actividad y expresion de
varios enzimas antioxidantes, incluyendo la SOD y la GPx, y a la vez inhibe el dafio al DNA
(Antolin et al., 1996;Reiter et al., 2000) protegiendo asi a la neurona de la apoptosis (Leon et
al., 2004).

Estos resultados avalan el uso terapeutico neuroprotector de la indolamina en pacientes
con la EP como cotratamiento con terapias convencionales, ya que la melatonina es una
sustancia endégena, no tdxicay antioxidante y lo mas importante, sin efectos secundarios
conocidos. Adicionalmente, se han llevado a cabo estudios epidemioldgicos de individuos que
han usado melatonina diariamente; al presentar una toxicidad muy baja y al ser mucho
mas barata que otros farmacos que se prescriben, podria ser probada frente al desarrollo o
progresion de la EP.

3. Efectos de los compuestos sintéticos en el modelo de EP con MTPT.

El siguiente desafio es encontrar farmacos clinicamente Utiles que puedan
minimizar la produccién mitocondrial de ROS y reducir la inflamacién, sin afectar al
funcionamiento normal mitocondrial. Para ello, es necesario encontrar antagonistas
especificos y selectivos para la iNOS/i-mtNOS, y nNOS/c-mtNOS.

En esta linea, hemos estudiado ‘in vitro’ numerosos analogos sintéticos de la
melatonina frente a la iNOS y nNOS recombinantes, de los cuales hemos evaluado ‘in vivo’,
algunos de ellos analizando las actividades de la nNOS e iNOS y también, segun su selectividad.
Entre los compuestos evaluados, encontramos la pirazolina QFF-124 y los pirroles QFF-205 y
QFF-212.

En el estudio ‘invivo’ realizado con los diferentes compuestos sintéticos analizados
y cuya sintesis ya ha sido publicada (Camacho et al., 2002;Camacho et al., 2004;Carrion et
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al., 2004;Entrena et al., 2005), hemos encontrado diferencias significativas; de esta manera,
podriamos resumir que:

¢ Todos los compuestos recuperan el nivel controle de la actividad del complejo |
inhibido por el tratamiento con MPTP en ratones, tanto en el ST como en la SN, siendo
especialmente llamativo el efecto de la pirazolina QFF-124.

¢ En cuanto al estudio de la NOS, el citosol de ST apenas muestra cambios en el
componente inducible, ya que como se ha demostrado en varios trabajos, practicamente no se
produce daifio a nivel de iNOS, pero si existe una inhibicion de la nNOS por parte el
pirrol QFF-212 y, muy significativamente, por la pirazolina QFF-124. En el citosol de la SN, que
es donde realmente se produce el dafio, los mismos compuestos que inhibian la nNOS, van a
presentar el mismo comportamiento, aunque cabe matizar que la proporcidn de inhibicién es
mayor que en el caso del ST; incluso el QFF-205 (pirrol) inhibe la nNOS. Nuevamente, la
pirazolina QFF-124 es el compuesto mas eficaz inhibiendo la nNOS por lo que podria
considerarse un antagonista ‘in vivo’ de dicha isoforma.

Pero el estudio de mayor interés se encuentra en la mitocondria, donde el
comportamiento de estos compuestos presenta modificaciones respecto del citosol; en el
caso de la ¢-mtNOS de la SN, donde apenas se encuentran cambios tras el tratamiento con
MPTP, destacamos los pirroles QFF-205 y mas significativamente el QFF-212, como inhibidores
de esta actividad constitutiva, reduciéndola por debajo de los niveles control. Con respecto a
la c-mtNOS estriatal, estos mismos dos compuestos vuelven a destacar con una inhibicion
similar a la encontrada en SN. Finalmente, todos los compuestos, QFF-124, QFF-205 y QFF-212,
muestran capacidad para inhibir la i-mtNOS en ST, del mismo modo que en el citosol. Por otro
lado, del estudio del comportamiento de los compuestos frente a la i-mtNOS de la SN,
concluimos que los mas eficaces son los pirroles QFF-205 y QFF-212 mientras que la
pirazolina QFF-124 reduce los valores de actividad inducible hasta recuperar los valores
control.

¢ Finalmente analizamos la LPO como marcador de estrés oxidativo. En el caso del
citosol (ST y SN), se puede observar que todos los compuestos QFF-124 disminuyen la LPO,
siendo los pirroles QFF-205 y QFF-212 mds eficaces recuperando los valores control o incluso
mejorandolos en el caso del ST. Ya, en la mitocondria (tanto de ST como de SN), todos los
compuestos inhiben la LPO, presentando menor eficacia la pirazolina QFF-124, especialmente
en mitocondria de ST, y siendo nuevamente mas eficaces los pirroles QFF-205y QFF-212, que
sitian dichos niveles de LPO por debajo de los valores controles.

En consecuencia, hemos analizado ‘in vitro’ una serie de compuestos que muestran
actividad bioldgica ‘in vivo’, y de los resultados obtenidos puede derivarse la sintesis de nuevas
estructuras con actividad neuroprotectora mas potente y susceptibles de ser usados en la
clinica.
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Conclusions

De los resultados obtenidos se deducen las siguientes conclusiones:

1. Ademads de inhibir el complejo I, la administracion de MPTP induce la iNOS citosdlica y
mitocondrial, paralelo al aumento de los niveles de NOe y de LPO. Todos estos fendmenos
reproducen la fisiopatologia de la EP y confirman la existencia de un proceso oxidativo e
inflamatorio en esta enfermedad neurodegenerativa.

2. Las mitocondrias de SN y ST poseen una mtNOS con un componente constitutivo (c-
mtNOS) y otro inducible (i-mtNOS). Fundamentalmente la i-mtNOS se induce como
consecuencia de la administracién de MPTP en la SN.

3. Los resultados en ratones deficientes en iINOS y nNOS muestran que el complejo | sigue
inhibido tras la administarcion de MPTP. Ello indica que, si bien el proceso inflamatorio puede
ser importante para la viabilidad neuronal y disfuncién mitocondrial en la EP, en nuestro
modelo de parkinson inducido por MPTP la deficiencia en iNOS/i-mtNOS no afecta a la
actividad del complejo |, que sigue inhibida. Probablemente se debe a el MPP* sigue presente,
solapando el efecto beneficioso que la ausencia de iNOS y/o NNOS pueda tener.

4. La melatonina contrarresta los efectos neurotéxicos del MPTP, recuperando la actividad del
complejo 1, e inhibiendo la actividad de la iNOS/i-mtNOS, reduciendo la produccién de NOQOe.
Ademas, la melatonina normaliza el status redox mitocondrial, impidiendo la deplecién de
DNA mitocondrial. Estos resultados avalan de una manera mds concreta las popiedades
neuroprotectoras de la melatonina.

5. La administracidon de melatonina contarrresta el efecto del MPTP sobre el complejo |, tanto
en la SN como en el ST, y este efecto ha sido independiente de la presencia o ausencia de iNOS
o nNOS. Por tanto, el efecto de la melatonina a este nivel parece ser directo, no interviniendo
su actividad antioxidante frente a los radicales libres de oxigeno y de nitrégeno dependientes
de la iNOS/i-mtNOS.

6. Los cambios encontrados en la expresion de los complejos respiratorios indican que el NOe,
proveniente de iNOS o de nNOS, parece controlar la expresion del complejo |y V, no afectando
de manera tan significativa a los otros complejos de la CTE. Estos resultados justifican un
analisis futuro mds detallado de los mecanismos que pueden estar involucrados en dicha
regulacién, y hacen pendar que la modulacién de la actividad de la CTE por el NOe va mas alla
gue el simple papel regulatorio directo de este gas sobre los complejos respiratorios.

7. Los estudios con los analogos sintéticos de la melatonina nos han proporcionado una serie
de compuestos con actividad selectiva in vitro frente a la iINOS/nNOS. Los resultados de los
compuestos ensayados in vivo muestran capacidad neuroprotectora en el modelo aqui
utilizado. Esos resultados abren una nueva linea en la busqueda de nuevos agentes
farmacolégicos que puedan ser usados en la clinica de la EP.
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From the obtained results the following conclusions are deduced:

1. Besides complex | inhibition, MPTP administration increases the inducible NOS isoform in
cytosol and mitochondria, with a parallel increase in NOe and LPO levels. All these phenomena
reproduce the physiopathology of Parkinson disease and confirm the existence of an
inflammatory process in this neurologic degeneration.

2. The mitochondria from ST and SN possess a mtNOS with a constitutive (c-mtNOS) and
inducible (i-mtNOS) components. The administration of MPTP mainly increases the inducible
form.

3. The results found in iINOS and nNOS ko mice suggest that complex | activity remains low
after the MPTP administration. Thus, although the inflammatory process can be important for
the neuronal viability and mitochondrial dysfunction in PD, we cannot detect any
improvement in complex | activity in NOS deficient mice, probably due to the presence of
MPP+, which maintains the inhibition of the complex I.

4. Melatonin administration counteracts the deleterious effects of MPTP, recovering the
activity of complex I, inhibiting the activity of iNOS/i-mtNOS, and, therefore, diminishing the
production of NOe. Moreover, melatonin administration also normalizes the mitochondrial
redox status, preventing the mitochondrial depletion of DNA. These results supports the
neuroprotective properties of melatonin.

5. Melatonin administration counteracts the effect of the MPTP on complex | activity in both
SN and ST; this effect was similar in both iNOS/nNOS wild-type and mutant mice. Therefore,
the effect of melatonin on complex | seems to be direct, independently of the antioxidative
properties against oxygen and nitrogen free radicals derived from iNOS/i-mtNOS.

6. The changes found in the expression of the respiratory complexes indicate that NOe seems
to control, at some extent, the expression of complex | and V, without affecting the other
respiratory complexes. These results further support that the modulation of the CTE by NOe
goes beyond the simple direct regulatory paper of this gas on the activity of the complex IV.

7. The data obtained from the studies with the synthetic melatonin analogues have provided a
series of compounds with selective activity against iNOS/nNOS “in vitro”. The results of “in
vivo” studies show the neuroprotective capacity of some of them. These results open a new
line in the search of new pharmacological agents with neuroprotective properties susceptible
against PD.
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