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RESUMEN







La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa, la
segunda con mayor incidencia tras el Alzheimer, cuyos sintomas mas frecuentes son la
rigidez, la bradiquinesia y el temblor en reposo. Estos sintomas aparecen como
consecuencia de la muerte neuronal en una zona muy concreta del cerebro, la pars
compacta de la sustancia negra. El resultado de la muerte de neuronas dopaminérgicas
en esta zona es una disminucién en la cantidad de dopamina que alcanza el estriado, lo
gue da lugar a una alteracion entre las multiples conexiones establecidas entre los
diferentes ganglios basales, siendo la consecuencia final una mayor inhibicién sobre el
tdlamo, que junto con la corteza motora y el cerebelo, regulan la actividad motora.
Esta alteracién provoca una desregulacidon en el control del movimiento voluntario,

dando lugar a los sintomas motores caracteristicos de la enfermedad.

El 90-95% de los casos de Parkinson son de causa desconocida, se habla por
tanto de Parkinson idiopatico, mientras que solo 5-10% estdn asociados a factores
genéticos, en este caso se habla de Parkinson familiar. En ambos casos la muerte
neuronal esta asociada a la disfuncion mitocondrial, estando esta condicionada por
procesos fisiopatolégicos comunes en la enfermedad de Parkinson, como son el estrés
oxidativo/nitrosativo y la inhibicion del complejo | mitocondrial. El aumento de
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno contribuyen al dafio mitocondrial que,
junto con el fallo bioenergético provocado por la inhibiciéon del complejo I, conducen a
la apertura del poro de transicion mitocondrial, con la consiguiente salida de
citocromo c y la inducciéon de la apoptosis. El Parkinson familiar estd asociado a
mutaciones en genes cuyos productos son proteinas relacionadas con el
mantenimiento de la funcién y homeostasis mitocondriales. Los principales genes
relacionados con casos de Parkinson familiar son PINK1, Parkina, DJ-1 y a-sinucleina.
PINK1 es una ubiquitin quinasa que detecta y se une a mitocondrias dafiadas. En esta
posicion es capaz de fosforilar a Parkina, una ubiquitin E3 ligasa, que una vez activa por
PINK1 y reclutada a la mitocondria inicia procesos de mitofagia para eliminar a las
mitocondrias dafiadas. DJ-1 puede interaccionar con parkina y PINK1, pero sobre todo
tiene funciones antioxidantes, regulando la expresién de genes antioxidantes y de la
tiroxina hidroxilasa, enzima involucrada en la ruta de biosintesis de la dopamina. Por lo

tanto, los tres genes participan en una via comun relacionada con el mantenimiento de



la homeostasis mitocondrial. Recientemente, se ha identificado otro gen, MUL1, que
codifica una E3 ligasa mitocondrial y que puede contrarrestar los fenotipos mutantes
de PINK1/Parkina, al intervenir junto con parkina en la ubiquitinizacién de Mfn.
Finalmente, la a-sinucleina, que es el principal componente de los cuerpos de Lewy,
inclusiones citoplasmaticas caracteristicas de esta enfermedad y que aparecen en las
neuronas dopaminérgicas, constituye una parte importante de la fisiopatologia de la

disfunciéon mitocondrial.

El pez cebra se presenta como un modelo en auge para el estudio de la
enfermedad de Parkinson, al tratarse de un animal vertebrado, cuyo sistema
dopaminérgico estd bien caracterizado, donde las neuronas dopaminérgicas se
localizan en el diencéfalo ventral, bulbo olfatorio y nucleo coeruleus, por tanto una
disposicion diferente pero con un sistema nigroestrial comparable al de humanos.
Ademas el pez cebra es sensible al MPTP, neurotoxina utilizada que induce las
principales caracteristicas de la enfermedad de Parkinson afectando primariamente a
la mitocondria, y permite analizar la funcidn mitocondrial in vivo, siendo este aspecto
determinante para el estudio de la fisiopatologia parkinsoniana. Por ultimo, todos los
genes, comentados anteriormente y cuyas mutaciones afectan a la homeostasis
mitocondrial, estan también presentes en el cerebro del pez cebra, excepto la a-
sinucleina. En su lugar el pez cebra contiene tres genes, sncb, sncga y sncgb que
expresan las isoformas B-, y1- y y2-sinucleinas, respectivamente. La yl-sinucleina es
una proteina abundantemente expresada en cerebro del pez cebra, y su funcién podria

ser similar a la humana, interviniendo en funciones dopaminérgicas.

La melatonina es una indolamina altamente conservada que también esta
presente en el pez cebra. Debido a sus capacidades antioxidantes y antiinflamatorias,
la melatonina mantiene la homeostasis mitocondrial en diferentes patologias debidas
a alteraciones mitocondriales, incluyendo diferentes modelos de parkinsonismo. Estos
datos hacen pensar en que esta indolamina podria tener un efecto protector frente al
desarrollo de la enfermedad de Parkinson, aunque no existe informacion con respecto
a si es capaz de recuperar el estado parkinsoniano una vez establecido, ni sobre si sus
efectos protectores estan relacionados con la regulacién de la expresion de los genes

implicados en la homeostasis mitocondrial anteriormente comentados. El tratamiento



actual de la enfermedad de Parkinson, es puramente sintomatico, por lo que el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que frenen el avance de la enfermedad

serian de gran interés clinico.

De acuerdo con estos precedentes, y para mejorar la compresidon de los
mecanismos moleculares implicados en la disfuncién mitocondrial en la enfermedad
de Parkinson, en el presente estudio hemos analizado desde un punto de vista
bioquimico, molecular, genético y fenotipico el modelo parkinsoniano de pez cebra
tratado con MPTP. Ademas, se ha estudiado el posible efecto neuroprotector de la
melatonina en este modelo parkinsoniano, evaluando la capacidad de prevencién y
curacion de la administracion de esta indolamina mediante una evaluacién molecular,

genética y fenotipica.

Los resultados de esta tesis muestran que los embriones de pez cebra tratados
con MPTP a una dosis de 600 uM durante dos dias, desarrollan todas las alteraciones
fisiopatoldgicas caracteristicas de la enfermedad de Parkinson. EIl MPTP induce, en los
embriones de pez cebra, una inhibiciéon de la actividad del complejo | similar a la
registrada en el cerebro de pacientes con la enfermedad, y acompafada por un
aumento del estrés oxidativo, caracterizado por un aumento del ratio GSSG/GSH y por
una disminucién de la actividad de las principales enzimas antioxidantes, SOD, GPx y
GRd, y un aumento del estrés nitrosativo, caracterizado por un aumento de la iNOS. El
analisis de la respiracién mitocondrial in vivo, pone de manifiesto el fallo bioenergético
existente, caracterizado por una disminucién en la produccidon de ATP y un aumento
del escape de protones, lo que conduce a la muerte de las neuronas dopaminérgicas
localizadas en el diencéfalo ventral y el bulbo olfatorio, coincidiendo con las zonas

donde hemos registrado una mayor induccién de iNOS.

En este modelo parkinsoniano de pez cebra, el analisis molecular de los genes
implicados en la funcidon mitocondrial, PINK1, Parkina, DJ-1, MUL1 y y1-sinucleina,
muestra que el tratamiento con MPTP produce alteraciones en la expresién de estos
genes. Estas alteraciones conducen a la ausencia de las proteinas parkina y DJ-1, lo que
impide que estas lleven a cabo la induccion de mitofagia y el control del estrés

oxidativo, respectivamente, y que MUL1 sea incapaz de compensar la ausencia de



parkina. Todas estas alteraciones contribuyen a la disfuncion mitocondrial y a
mantener un pool de mitocondrias dafiadas en la célula, que a su vez seguiran
contribuyendo en aumentar el estrés oxidativo/nitrosativo y conduciendo finalmente a
la muerte neuronal. Estos cambios moleculares se manifiestan fenotipicamente con

una disminucidn de la actividad locomotora en los embriones de pez cebra.

Ante esta situacion de disfuncion mitocondrial y muerte neuronal, el
tratamiento con melatonina tiene un potente efecto neuroprotector. Esto efecto se
debe a que la mitocondria es diana celular de la melatonina, donde gracias a sus
propiedades disminuye el estrés oxidativo, normalizando el indice GSSG/GSH y
potenciando la actividad de las enzimas antioxidantes antes mencionadas. También
tiene un potente efecto antiinflamatorio inhibiendo la iNOS. Todas estas acciones
suponen una mejora de la funcién mitocondrial, con un aumento de la actividad del
complejo | mitocondrial y, como muestran los analisis in vivo, con un aumento de la
produccién de ATP y una disminucidon del escape de protones. Por todo ello, la
melatonina es capaz de evitar el fracaso bioenergético y por lo tanto la muerte
neuronal dopaminérgica en las zonas del diencéfalo ventral y el bulbo olfatorio que
estan significativamente afectadas por el MPTP. Pero quizas, lo mas interesante de
todo es que la melatonina tiene este mismo efecto una vez que el estado
parkinsoniano se ha establecido, es decir su efecto no es sélo preventivo sino que

tiene efecto curativo.

Por ultimo, demostramos por primera vez que, los efectos beneficiosos de la
melatonina sobre la funcién mitocondrial también se deben a que esta indolamina
modifica la expresiéon de los genes relacionados con el mantenimiento de la
homeostasis mitocondrial alterados por el MPTP. El tratamiento con melatonina
aumenta la expresion de parkina, permitiendo que esta sea fosforilada por PINK1,
reclutada a la mitocondria e induciendo la mitofagia para eliminar las mitocondrias
danadas. También aumenta la expresién de PINK1, DJ-1 y MUL1, favoreciendo un
correcto funcionamiento mitocondrial y protegiendo a las neuronas de la muerte.
Todos estos efectos se ven reflejados fenotipicamente en una recuperacion de la

actividad locomotora.



En conjunto, nuestros resultados sugieren que el dafio mitocondrial en la
enfermedad de Parkinson esta determinado por diferentes eventos fisiopatolégicos,
estrés oxidativo, neuroinflamacidn, inhibicion del complejo | y alteracién de genes
relacionados con el mantenimiento de la calidad mitocondrial, y que todos ellos
confluyen en la disfuncién mitocondrial que provoca la muerte neuronal. Ante esta
situacion, la melatonina se presenta como una estrategia farmacoldgica a tener en
cuenta, puesto que actua a nivel de todos y cada uno de estos eventos

patofisiolégicos.






Summary







Parkinson's disease (PD) is a neurodegerative illness, the second most common
disease after Alzheimer's. The main symptoms of PD are rigidity, bradykinesia and
resting tremor. These symptoms occur as a result of neuronal death in substantia
nigra. The consequence of the death of dopaminergic neurons in this area is a
reduction in the amount of dopamine in the striatum, which leads to an alteration
between multiple established connections among basal ganglia, leading to a greater
inhibition on the thalamus. This condition causes an alteration in the control of

voluntary movement, which explains the typical symptoms of this disease.

Among 90-95% of PD cases are of unknown cause, and are called idiopathic PD;
only 5-10% are associated with genetic factors, and they are called familial PD. In both
types of PD, neuronal death is associated with mitochondrial dysfunction, oxidative
and nitrosative stress, and inhibition of complex I. The increase in reactive oxygen and
nitrogen species contribute to mitochondrial damage and bioenergetic failure due to
the inhibition of complex |, leading to the opening of the mitochondrial transition pore,
cytochrome c release and apoptosis. Familial PD is associated with mutations in genes
whose products are related to the mitochondrial homeostasis. The main genes
associated with familial PD are PINK1, Parkin, DJ-1 and a-synuclein. PINK1 is a ubiquitin
kinase which detects and binds to damaged mitochondria. In this position, it
phosphorylates Parkina, a E3 ubiquitin ligase that, once activated by PINK1 and
recruited to mitochondria, triggers mitophagy to eliminate damaged mitochondria. DJ-
1 can interact with parkin and PINK1, and it has antioxidant functions, regulating the
expression of antioxidant genes and thyroxine hydroxylase, the enzyme involved in the
biosynthesis of dopamine. Therefore, these genes are involved in a common pathway
related to maintaining mitochondrial homeostasis. It has recently been identified
MUL1, which encodes MUL1, and is a mitochondrial E3 protein ligase that may
counteract the PINK/parkin mutant phenotypes. Finally, the a-synuclein is the major
component of Lewy bodies, cytoplasmic inclusions that appear on dopaminergic

neurons, and is also involved in mitochondrial dysfunction.

The zebrafish is presented as a excellent model for the study of PD. It is a
vertebrate animal, whose dopaminergic system is well characterized, and with

dopaminergic neurons located in the ventral diencephalon, olfactory bulb and



coeruleus nucleus, comparable to human nigrostriatal system. Furthermore, zebrafish
is sensitive to MPTP neurotoxin used to induce the main features of PD, and this model
allows us to analyze the mitochondrial function of zebrafish embryos in vivo, a feature
that is decisive for the study of the pathophysiology of PD. Finally, except for a-
synuclein, all genes discussed above, whose mutations affecting mitochondrial
homeostasis, are also present in the brain of zebrafish. Instead of a-synuclein,
zebrafish contains three genes, snch, sncga and sncgb expressing B-, y1- and y2-
synuclein, respectively. The y1-synuclein is a protein abundantly expressed in zebrafish

brain, and its role seems to be similar to that in human brain.

Melatonin is a highly conserved indoleamine, which is also present in zebrafish.
Due to its antioxidant and antiinflammatory capacity, melatonin maintains
mitochondrial homeostasis in different pathologies including different models of
Parkinsonism. These data suggest that this indoleamine could have a protective effect
against the development of PD, although there is no information regarding whether it
is able to retrieve the parkinsonian state once established, or whether its protective
effects are related to regulating the expression of genes involved in mitochondrial
homeostasis discussed above. The treatment of PD is only symptomatic and, so, the
development of new therapeutic strategies to slow the progression of the disease

would be of great clinical interest.

Thus, to improve the understanding of the molecular mechanisms involved in
mitochondrial dysfunction in PD, we have analyzed here the biochemical, molecular,
genetic and phenotypic PD basis in a MPTP model of parkinsonian zebrafish. In
addition, we studied the potential neuroprotective effect of melatonin in this
parkinsonian model, evaluating its ability to prevent and recover zebrafish from

parkinsonism by molecular, genetic and phenotypic evaluation.

The results of this thesis show that, zebrafish embryos treated with MPTP at a
dose of 600 uM for two days, develop all pathophysiological characteristics of PD.
MPTP induces, in zebrafish embryos, inhibition activity | similar to inhibition in the
brains of patients. This inhibition is accompanied by an increased oxidative stress,

reflected by an increased GSSG/GSH ratio and by a reduction in the activity of the main



antioxidant enzymes, SOD, GPx and GRd, together with an increase nitrosative stress,
characterized by iNOS induction. The analysis of mitochondrial activity in vivo shows
the existing bioenergetic failure, characterized by a decrease in ATP production and
increased in proton leak, leading to the death of dopaminergic neurons located in the
ventral diencephalon and olfactory bulb, which coincide with the areas where we have

recorded a greater induction of iNOS.

In this Parkinsonian zebrafish model, molecular analysis of genes involved in
mitochondrial function, PINK1, Parkin, DJ-1, MUL1 and y1-synuclein shows that MPTP
treatment produce an altered expression of these genes. These alterations lead to the
lack of parkin and DJ-1 protein, failing the mechanisms of mitophagy and control of
oxidative stress, respectively. In this condition, MUL1 becomes unable to compensate
the absence of parkin. Together, these changes contribute to mitochondrial
dysfunction and accumulation of a pool of damaged mitochondria in the cell, which
further contribute to enhance oxidative/nitrosative stress and neuronal death. All
these changes are phenotypically manifested with decreased locomotor activity in

zebrafish embryos.

In this situation, with mitochondrial dysfunction and neuronal death, the
administration of melatonin has potent neuroprotective effects. This is because
mitochondria are cellular target of melatonin that, due to its antioxidant effects,
decreases oxidative stress, normalizing the GSSG/GSH ratio and enhances the activity
of the antioxidant enzymes. Also, melatonin displays a potent antiinflammatory effect,
inhibiting iINOS induced by MPTP. The administration of melatonin improves full
mitochondrial function, increasing the activity of the mitochondrial complex | and, as
shown in vivo analysis, increasing the ATP production and reducing the proton leak.
Melatonin is able to avoid the bioenergetic failure and it prevents dopaminergic
neuronal death in the ventral diencephalon and olfactory bulb. Overall, the most
interesting result here reported is that melatonin has the same effect once the

parkinsonian state has been established, then it has preventive and curative effects.

Finally, we show for the first time that, the beneficial effects of melatonin on

mitochondrial function depend on the modification of the expression of mitochondrial



homeostasis genes altered by MPTP. Treatment with melatonin increases the
expression of parkin, allowing its phosphorylation by PINK1 and induction the
mitophagy to remove the pool of damaged mitochondria. Melatonin also increases the
expression of PINK1, DJ-1 and MUL1, promoting proper mitochondrial function and
protecting neurons from death. All these effects are phenotypically reflected in the

recovery of locomotor activity.

In summary, our results suggest that mitochondrial damage and cell death in
PD is determined by different pathophysiological events, including oxidative stress,
neuroinflammation, inhibition of complex | and alteration of mitochondrial
homeostasis genes. In this situation, melatonin is presented as a pharmacological

strategy to consider, since it counteracts every one of these pathophysiological events.
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Introduccion

1. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo progresivo. Su
nombre se debe a James Parkinson, quien describié por primera vez en 1817 los
sintomas caracteristicos de la enfermedad en cinco pacientes. En 1919, Tretiakoff
relaciondé la enfermedad de Parkinson con una zona muy concreta del cerebro, la
sustancia negra, al observar la pérdida de pigmento que acontecia en esta zona
cerebral como consecuencia de la muerte de las neuronas que contienen dicho
pigmento, la neuromelanina. Estas neuronas son llamadas neuronas dopaminérgicas
porque producen un neurotransmisor denominado dopamina, el 80% de éste
neurotransmisor se encuentra en los ganglios basales (CARLSON 1955). Fue en 1961
cuando Oleh Hornykiewicz desentraiié la clave de la enfermedad, que estd debida a la
disminucion de la dopamina en el cuerpo estriado y el putamen, como consecuencia
de la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra

(Hornykiewicz 1963).

1.1 EPIDEMIOLOGIA Y SINTOMAS CLINICOS.

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
frecuente después de la enfermedad de Alzheimer, afectando a una de cada mil
personas en todo el mundo; actualmente se estima que mas de seis millones de
personas en el mundo sufren esta enfermedad (segun un informe de la Global
Declaration for Parkinson’s Disease). En Espafa, esta enfermedad afecta a mas de
160.000 personas, en la que uno de cinco afectados es menor de 50 afos (datos
obtenidos del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e lgualdad). La cifra de
afectados previsiblemente crezca en los préximos anos, debido al envejecimiento de la
poblacién y al aumento de la esperanza de vida, que pone de manifiesto
enfermedades asociadas al envejecimiento, entre las que se encuentra la enfermedad

de Parkinson.

La incidencia estimada se situa entre 8-18/100.000 habitantes afio, cuando el
estudio se ajusta a la poblacién adulta, mayores de 55 6 65 anos, la tasa de incidencia

se situa entre 410-529/100.000 habitantes afio. La edad media de comienzo de los
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sintomas se establece entre 60-65 afios, pero en ocasiones puede presentarse en una
franja de edad entre los 30 y los 50 afios, en lo que se denomina Parkinson de inicio
temprano. La prevalencia se incrementa sustancialmente con la edad, pasando del 1%
en personas mayores de 60, a mds del 4% en habitantes mayores de 80 afios (de Lau

and Breteler 2006).

Se estima que el riesgo de padecer la enfermedad es de un 1,3% para las
mujeres y de un 2% para los hombres, en los que ademas la enfermedad progresa con
mayor rapidez con respecto a las mujeres. Algunas de las explicaciones que se han
sugerido para explicar esta mayor incidencia en hombres que en mujeres incluyen un
efecto protector de los estréogenos y mayor frecuencia de exposicidon a toxicos en

hombres (Taylor et al., 2007; Wooten et al., 2004).

Esta enfermedad se manifiesta en todos los grupos étnicos y continentes, con
pequefias variaciones que pueden ser debidas a diferencias en la exposicion ambiental
o variaciones genéticas; a pesar de ello, los escasos y limitados e