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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 de 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 patologico, 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 cuales son las causas primarias que

originan estas alteraciones.

La enfermedad de Parkinson (EP) es, después de la enfermedad de
Alzheimer, la segunda de las patologias neurodegenerativas mas frecuentes;
afecta por igual a distintas razas y sexo, y se calcula que su prevalencia en
Espana es del 1%. La edad media de comienzo esta en torno a los 55 afos v,
aunque existen formas tempranas de la enfermedad (un 5-10% de los
pacientes son menores de 40 anos), la mayoria tienen entre 50 y 80 anos de
edad (Costa y cols, 2001).

La descripcion de Parkinson aln cautiva por su exposicion de la postura y

los movimientos caracteristicos de los pacientes que sufren esta enfermedad:

movimientos trémulos involuntarios, con reducciéon de la energia
muscular, en partes del cuerpo inactivas, incluso si estan apoyadas, con una
propensién a inclinar el tronco hacia delante al pasar de un ritmo de marcha
a otro de carrera, mientras que los sentidos y el intelecto se mantienen
intactos.



La enfermedad fue descrita por primera vez por el britanico que le dio su
nombre, James Parkinson a principios del siglo XIX, denominandola “shaking
palsy”, lo que podria traducirse como “paralisis agitante”. La EP es un
trastorno degenerativo que afecta de manera muy selectiva a un grupo de
neuronas de una region del cerebro conocida como sustancia negra, llamada
asi porque sus neuronas contienen un pigmento coloreado, la neuromelanina,
que las hace visibles al microscopio electrénico. Las neuronas de la sustancia
negra son capaces de sintetizar, almacenar y liberar dopamina (DA), su
principal neurotransmisor, a otras estructuras cerebrales que procesan la
informacion y la transforman en movimiento. El correcto funcionamiento de
estas estructuras nos permite, pues, coordinar nuestros movimientos de
manera adecuada.

Ya desde finales del siglo XIX, se sabe que las estructuras implicadas en el
control neuroldgico del movimiento y que en la EP estan danadas, se hallan en
el tallo cerebral y en los ganglios basales (revisado por Escobar, 2003).

En 1937 se propuso que las neuronas pigmentadas de la sustancia negra
desempenaban un importante papel en el dano cerebral en la EP (Hassler,
1937), afirmacion que fue materializada afos mas tarde con la publicacién de
varios trabajos (Greenfield y Bosanquet, 1953; Denny-Brown, 1962). Por estas
fechas, se postulod la EP como el primer ejemplo de trastorno cerebral debido
a la falta de un Unico neurotransmisor. A mediados de los cincuenta, Arvid
Carlson demostro que el 80% de la dopamina del cerebro se encuentra en los
ganglios basales (Carlson, 1955). Poco después Oleh Hornykiewicz descubrio
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). La
implicacion de todas estas estructuras cerebrales en la patogénesis de la EP
condujo a un exhaustivo estudio de los ganglios basales en las ultimas
décadas, llegando a la formulacion de un modelo de organizacion de los
ganglios basales universalmente aceptado, y como resultado, a un mejor
conocimiento de la enfermedad (Albin y cols, 1989; Alexander y cols, 1990;

Bergman y cols, 1990; Gerfen, 1995; Baron y cols, 1996).



1.1  Ganglios basales

Para entender como la pérdida de DA en el estriado puede causar
deficiencias motoras, es necesario revisar la anatomia, fisiologia y

neuroquimica de los ganglios basales y sus conexiones aferentes y eferentes.

1.1.1 Anatomia de los ganglios basales

El término “ganglios basales” se refiere a una coleccion de estructuras
subcorticales y circuitos que enlazan el talamo con la corteza cerebral. Las

estructuras anatomicas que forman los ganglios basales incluyen:

- estriado (caudado, putamen y accumbens)
- globo palido interno (GPi) y globo palido externo (GPe)
- nucleo subtalamico (STN)

- sustancia negra pars compacta (SNc) y pars reticulata (SNr)

Estas estructuras, junto con cerebelo, talamo y corteza frontal,
constituyen un complejo sistema que funciona de manera integrada para
garantizar la organizacion y ejecucion de patrones normales de movimiento;
varios circuitos segregados, corteza - ganglios basales - talamo - corteza,
interactGian con regiones separadas del estriado, globo palido y talamo. Estos
circuitos desempenan un papel importante en las funciones esqueletomotoras,
oculomotoras y cognitivas. El circuito motor es esencial en la programacion,
iniciacion y ejecucién del movimiento, y alteraciones en su funcion se
relacionan directamente con los signos y sintomas de los estados hipo e

hipercinéticos de la EP.



En la figura 1 se muestran los circuitos neuronales de los ganglios basales.
El circuito motor o via coértico-estriatal, se inicia en las regiones de la corteza
cerebral que se relaciona con el control de los movimientos (area motora
suplementaria, corteza promotora, corteza motora, corteza somato-sensorial)
y se dirige a la porcion motora del estriado (al putamen) en forma de una via

topograficamente organizada.

Desde el putamen salen vias destinadas al globo palido, a la sustancia
negra, al nucleo subtalamico y al talamo. Desde este nlcleo (nucleos
ventrales anteriores y laterales del talamo) vuelve el circuito al area motora
suplementaria y al area promotora. Queda asi definida una organizacion de

realimentacion en este circuito.

Este y el resto de circuitos organizados en paralelo a lo largo de los
ganglios basales hacen de ellos un verdadero 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.

Hemisferio cerebral
Corteza premotora
Area motora suplementaria
Corteza motora
Corteza somatosensorial
Axones cortico-estriatales
Talamo
Sustancia negra (SNr, SNc)
Nlcleo subtalamico (STN)
0. Globo palido (GPi, GPe)
1. Putamen (estriado)

= =2 VOO NOUNWN=

Figura 1. Circuito motor de retroalimentacion desde la corteza cerebral (1, 2,
3, 4, 5) hacia los ganglios basales (8, 9, 10, 11), y a través del talamo (7), de
nuevo hacia la corteza.




1.1.2 Neurotransmision del circuito motor

Desde el punto de vista neuroquimico, en el complejo estructural formado
por corteza - ganglios basales - talamo - corteza, participan al menos cuatro

sistemas de neurotransmisores:

- dopaminérgico
- colinérgico
- GABAérgico
- Glutamatérgico
Es en la SNc donde se originan los axones dopaminérgicos que ascienden
a conectarse con el cuerpo estriado y el GP (Figura 2). Estos dos nicleos son
cruciales para la organizacion del movimiento, ya que constituyen vias de
relevo en un extenso circuito neuronal. Desde las areas motoras de la corteza,
fibras glutamatérgicas proyectan hacia el estriado, en concreto hacia el
putamen, para establecer sinapsis glutamatérgicas excitadoras con los
receptores inotropicos de glutamato AMPA y NMDA en las neuronas
GABAérgicas. A su vez, esas neuronas del estriado dan origen a dos vias que

conectan al estriado con los nucleos externo e interno del GP (Graybel, 1990):

e Una de ellas, la “via directa”, GABAérgica, que también
contiene dinorfina y sustancia P, que expresa receptores
dopaminérgicos D4, proyecta directamente del putamen a las
neuronas del GPi y la SNr sobre las cuales ejerce un efecto
inhibidor.

e Las neuronas del cuerpo estriado, que expresan receptores
dopaminérgicos D, y el péptido encefalina, generan proyecciones
inhibidoras GABAérgicas (“via indirecta”), hacia el GPe, cuyas
neuronas también GABAégicas inhibidoras proyectan al STN; de

éste ultimo se originan fibras glutamatérgicas excitadoras al GPi



y a la SNr. Las fibras de la via indirecta, por tanto, producen
inhibicion del GPe, desinhibicion del STN y excitacion del GPi y
SNr.
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Figura 2. Esquema de las conexiones de los ganglios basales con la corteza
cerebral y la sustancia negra. Las flechas indican los circuitos
fundamentales y su grosor el nivel de actividad. (+) En rojo indica efecto
activador y (-) en azul efecto inhibidor. GABA: acido gamma amino
butirico, DA: dopamina, D; y D,: receptores dopaminérgicos.

El GPi proyecta sus axones GABAérgicos al talamo, cuyas fibras excitadoras
glutamatérgicas se proyectan finalmente hacia la corteza motora (Escobar,
2003). Los efectos opuestos de impulsos inhibidores de la via directa y
excitadores de la indirecta, facilitan y suprimen respectivamente la actividad
motora, cerrandose asi el circuito. Por otro lado, la via nigro-estriatal

dopaminérgica, que se origina en las neuronas pigmentadas de la SNc, modula



el efecto glutamatérgico de la proyeccion cortico-estriatal por medio de un
efecto dual sobre las neuronas del estriado: excita las neuronas que expresan
receptores D; en la via directa, e inhibe las que expresan receptores D; en la
via indirecta (Parent y cols, 1999; Obeso, 2000). El equilibrio entre la
interaccion constante de los componentes de este complejo circuito neuronal

garantizan la correcta ejecucion de los movimientos.

1.2. Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson

La EP se caracteriza, como ya hemos comentado, por la pérdida de
neuronas de la SNc, asi como por la aparicion de unas inclusiones
citoplasmaticas eosinofilas conocidas como cuerpos de Lewy, las cuales no son
exclusivas de las neuronas dopaminérgicas y que aparecen también en otras

patologias neurodegenerativas asociadas a trastornos en el movimiento.

1.2.1 Alteraciones en el circuito motor

La EP se considera como el prototipo de enfermedad causada por una
alteracidon funcional de los ganglios basales. Se sabe con certeza que la
afeccion clave es la degeneracion en la via nigro-estriatal, debida a la muerte

neuronal en la parte compacta de la sustancia negra.

La pérdida de dopamina produce una enorme desinhibicion de las
neuronas de cuerpo estriado que expresan los receptores D, de dopamina en
la via indirecta que, a su vez, produce un aumento de la inhibicion en el GPe
y desinhibicion del SNT (figura 3); la hiperactividad en las neuronas
glutamatérgicas del STN producen incremento excitador sobre las neuronas
del GPi y SNr, lo cual inhibe exageradamente los nlcleos motores del talamo,
provocando el desequilibrio caracteristico de la EP (Alexander y cols, 1990;

Obeso, 2000). En los casos avanzados de la enfermedad hay un descenso de



las neuronas pigmentadas dopaminérgicas en la SNc de hasta un 70%
(descenso de pigmentacion apreciable facilmente mediante microscopia

electronica).

En conclusidn, en ausencia de dopamina se produce un incremento de la
actividad del GPi y de la inhibicion talamica. La hiperactividad tonica de estas
estructuras impiden los cambios de programas a tiempo en el area motora, lo
que produce dificultad para iniciar el movimiento o cambiar de actividad.
Todo esto explica tanto la pobreza como la lentitud de los movimientos que

caracterizan a la EP (hipo-bradicinesia) (Alvarez y cols, 2001).
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Figura 3. Esquema de las conexiones de los ganglios basales con la
corteza cerebral y la sustancia negra en caso de parkinsonismo. Las flechas
indican los circuitos fundamentales y su grosor el nivel de actividad. (+) en
rojo indica efecto activador y (-) en azul efecto inhibidor. GABA: acido

gamma amino butirico, DA: dopamina, D; y D,: receptores dopaminérgicos.



1.2.2 Cuerpos de Lewy

Los cuerpos de Lewy (CL) se describieron en 1912 y se relacionaron con la
degeneracion de la sustancia negra propia de la EP poco después; hoy en dia
constituyen uno de los principales marcadores histopatoldgicos de la
enfermedad. Los CL son inclusiones eosindfilas citoplasmaticas esféricas,
constituidas principalmente por neurofilamentos y diversas proteinas, sobre
todo a-sinucleina (Spillantini y cols, 1997). Se localizan en neuronas
monoaminérgicas de la sustancia negra y otros nlcleos del tronco, diencéfalo

y prosencéfalo.

La a-sinucleina, ubicada normalmente en las sinapsis neuronales, se
expresa abundantemente durante la maduracion cerebral y parece estar
implicada en la plasticidad neuronal y sinapica, en la diferenciacion vy
supervivencia celular y en la neurotransmision dopaminérgica (Quijano,
2001). Se acumula en los CL y otros depésitos neurales ligada a componentes
del citoesqueleto por un bloqueo del transporte axonal relacionado con estrés
oxidativo, posiblemente mediado por el citocromo c (Giasson y cols, 2000).
Ademas, el hecho de que la mayor parte de las proteinas que forman los CL se
encuentren fosforiladas y que la enzima superdxido dismutasa esté presente
en ellos, sugiere la implicacion de mecanismos oxidativos en la formacion de
los CL (Obeso y cols, 2002).

En la actualidad se lleva a cabo un intenso trabajo de investigacion dirigido
a demostrar qué defectos en el sistema de degradacion proteica asociado a la
ubiquitina, conducen a la agregacion proteica que da lugar a los CL. Parece
claro que mutaciones en el gen que codifica para la a-sinucleina y/o en el
gen parkin, que codifica para una proteina semejante a la ubiquitina, estan

muy relacionadas con la formacion de los CL (Gwinn-Hardy y cols, 2002).



Al igual que ocurre con el resto de inclusiones intraneuronales en las
enfermedades neurodegenerativas, la importancia etiopatologica de los CL no
esta aclarada; no se ha definido si representa neuronas en proceso de
degeneracion o si se trata, en cambio, de una respuesta a un proceso toxico,

siendo por tanto un mecanismo de defensa intracelular (Obeso y cols, 2002).

CUERPOS DE
LEWY

Figura 4. Corte transversal de un mesencéfalo de rata normal (A) y con
parkinsonismo (B). Se aprecia la pérdida de pigmentacion de la sustancia
negra como consecuencia de la degeneracibn de sus neuronas
dopaminérgicas y cuerpos de Lewy presentes en el citoplasma de algunas de
las neuronas supervivientes.
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1.3 Etiologia de la enfermedad de Parkinson. Papel del estrés oxidativo

La causa de la muerte neuronal en la EP aln no se conoce con exactitud.
Actualmente se barajan varias hipétesis como factores etioldgicos, entre los
que se incluyen genéticos, ambientales, mitocondriales, inflamatorios,
excitotdxicos, aunque lo mas probable es que sea una combinacion de varios
de ellos lo que propicie el inicio de la enfermedad. El estrés oxidativo se
considera actualmente como uno de los mecanismos mas importante en la
etiopatologia de la EP y aparece como denominador comun en la practica
totalidad de las hipotesis formuladas para el desarrollo y propagacion del
dano neuronal. Esta especialmente implicado en las alteraciones de las
funciones mitocondriales y es el vehiculo principal del dano ocasionado en los

procesos excitotoxicos.

1.3.1 Estrés oxidativo en la enfermedad de Parkinson

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
generacion de radicales libres, pero los radicales procedentes de otra fuente
cercana, como el catabolismo de la propia dopamina, también causan danos
en los complejos de la cadena de transporte electréonico (CTE), mas
susceptibles al estrés oxidativo, generandose aln mas especies reactivas de
oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS) (Fariello, 1988).

Catabolismo de la dopamina. Implicacion del hierro.

Las neuronas dopaminérgicas de la SNc son particularmente vulnerables a
la degeneracion (Hirsch y cols, 1997; Uhl, 1998), ya que los niveles basales de

ROS en condiciones normales son elevados. Ello es debido a:
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1) Tanto en la sintesis de DA por medio de la tirosina hidroxilasa (TH)
como en su metabolismo enzimatico normal, via monoamino oxidasa
(MAO), se genera H;0; (figura 5), que en presencia de metales,
como el hierro contenido en estas neuronas, puede originar, a

través de la reaccion de Fenton, radicales libres mas peligrosos.

A) B)

H
/

HO CH,—C—COOH
\ HO
NH;

Tirosina coMT
HO CH,—CH,—NH; —> HO CH,—CH,——NH;
Tetrahidrobiopterina

Tirosin + 02 . cen .
Hli c?r%lxizliasa Dopamina 3-Metoxitiramina

Dihidrobiopterina

+H,0
HO 22
H {mao MAO
) AD AD
HO CH,—G—COOH
NHg HO

Norepinefina

Dihidroxifenilalanina

(L-DOPA) comr
HO CH;—COOH —> HO CH,—COOH
Amino&cido
grométlijco " CO,
escarboxiasa Acido 3,4-Dihidroxifenil- OHC
HO acético (DOPAC)
Acido 3-metoxi-4-Dihidroxifenil-
acético (HVA)
HO CHy—CH,——NH;
Dopamina

Figura 5. Vias de sintesis (A) y degradacion (B) enzimaticas de la dopamina. La
tirosina hidroxilasa es la enzima principal en la ruta de sintesis de la dopamina. En
este proceso se libera H,0,, aunque es la accion de la MAO, en su catabolismo, la
que mas peroxido libera.

La DA, una vez sintetizada, es captada por un sistema dependiente
de energia y almacenada en vesiculas en forma de complejos
proteinicos. La DA que queda libre en el citosol es deaminada por la
MAOQ y deshidrogenada por la alcohol deshidrogenasa (AD) originando
DOPAC, principal metabolito de la DA; en estas reacciones

enzimaticas sucesivas se libera H,0,, como subproducto. La MAO se
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localiza en la membrana externa de las mitocondrias (Costa, 1972), lo
que le confiere un papel estratégico para eliminar la DA libre en el
citosol, evitando asi su autooxidacion. Otra via de degradacion de la
DA es la metilacion por la catecol-O-metiltransferasa (COMT), dando
lugar a 3-metoxitiramina, la cual es sustrato de nuevo de la MAO y la
AD para seguir su catabolismo. La COMT es un enzima extraneuronal,
por lo que esta via de degradacion tiene lugar fuera de la neurona
(Wood y cols, 1988; Brown, 1991).

2) La autooxidacion no enzimatica de la DA produce neuromelanina.
Esta proteina tiene un papel citoprotector en condiciones normales
y actla secuestrando iones metalicos (sobre todo hierro). Sin
embargo, la presencia de un exceso de H;0;, oxida al hierro
formando radicales OH- siguiendo la reaccion de Fenton (Fahn vy
cols, 1992; Jellinger y cols, 1992, Jenner y cols, 1992).
Curiosamente, la mayoria de las neuronas de la SNc afectadas en la

EP son aquellas que contienen neuromelanina (Hirsch y cols, 1998).

3) Al tener un grupo catecol inestable, la DA también puede sufrir
oxidacion espontanea originando radicales O,- y semiquinonas
(SQ-), que reaccionan a su vez con mas moléculas de DA generando
un elevado nimero de ROS (Kondo y cols, 1996; Aguilar y cols,
1998).

DA + 0O, —— SQ- + 0,7 + H' (en presencia de Fe*")
DA + 02'_ +2H —— SQ' + HzOz
H,0, + Fe*® —— Fe¥ + OH- + OH (Fenton)

0+ + H,0p, — 0; + OH- + OH  (Haber-Weiss)
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4)

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 y cols, 1993).

Todos estos datos subrayan la predisposicion de las neuronas de la SNc al

estrés oxidativo y a la degeneracion, situaciones que se hacen evidentes en el

caso de la EP, donde se ha observado:

a)

un aumento de los niveles de Fe®* en la SNc (Rieder y cols, 1989;
Jellinger y cols, 1990) que posteriormente se demostré que estaba
relacionado con el estrés oxidativo, segin hemos descrito. Hay
autores que defienden que este aumento de hierro es consecuencia
de un descenso en la ferritina celular y de un aumento en la
expresion de receptores de lactoferrina en las neuronas

dopaminérgicas (Levay y Bodell, 1993; Leveugle y cols, 1996)

un aumento de la actividad MAO-B, una de las isoformas de la MAO
implicadas en el catabolismo de la DA (Yu, 1994; Napolitano y cols,
1995), con el consecuente incremento en la produccién de H,0; y
ROS que de él y de la presencia de hierro (también elevada) se

derivan.

un aumento en la relacion glutation oxidado/glutation reducido
(GSSG/GSH), incrementandose asi la concentracion de radicales OH-
toxicos (Sian y cols, 1994). Esta desregulacion en las reservas de
glutation constituye uno de los defectos bioquimicos primarios en la
EP. El deterioro de la destoxificacion dependiente de GSH se puede
ver afectado por un aumento de la dopamina recaptada, que, al
metabolizarse via MAO, puede por si misma originar mas H,0; y

agotar las reservas de GSH. Ademas, un descenso de GSH va

14



acompanado de una caida de la catalasa (Ambani y cols, 1975) y de
la expresion de GPx (Kish y cols, 1985). Todo esto alimenta el
circulo vicioso de la produccion de ROS, cuya concentracion
aumenta de forma exponencial.

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 peroxidacion lipidica y la presencia de 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina, un marcador de dano oxidativo al DNA (Dexer y
cols, 1989; Sanchez-Ramos y cols, 1994)

activacion de las células de la microglia en la SNc en degeneracion
(McGeer y cols, 1988), las cuales producen NO y citoquinas, como
el TNF-a. Ademas la expresion de la oxido nitrico sintasa inducible
(INOS) esta elevada en cerebros de pacientes de EP (Hunot y cols,
1996). Todo esto conduce a un aumento de los niveles de NO y a la
generacion 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.

Defectos mitocondriales

La mitocondria es la principal fuente de energia de la célula. En ella tiene
lugar la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP. En condiciones aerobias, la
fosforilacion oxidativa acoplada a la transferencia de electrones a través de la
CTE es responsable de la produccion del 90-95% del ATP que genera la célula
(Skulachev, 1999).

La CTE tiene como mision oxidar los equivalentes reductores (NADH vy

FADH;) generados en el ciclo de Krebs por la oxidacion del acetilCoA, que
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procede de la combustion de los principios inmediatos. La cadena respiratoria
esta formada por cinco complejos multiproteicos unidos a la membrana
interna de la mitocondria y por proteinas transportadoras (citocromos)
ensambladas entre ellos. Los complejos | y Il reciben electrones de la
oxidacion del NADH y del succinato, respectivamente, y los donan a la
coenzima Q (CoQ), transportador electronico lipidico. El CoQ reduce a su vez
al citocromo c, transportador electronico que puede desplazarse por el
interior de la membrana interna. Por Ultimo, el complejo IV acopla la
oxidacion del citocromo ¢ con la reduccion del O; a agua. Las reacciones de
los complejos I, 1l y IV proporcionan energia para bombear protones a través
de la membrana interna, originando un gradiente protonico en la membrana
interna asociado a una diferencia de potencial (AWn~ 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
endergonica de ATP a partir de ADP y fosforo inorganico (figura 6) (Lehninger,
1965; Mitchell, 1979).

cl ci cm civ cVv
NADHCoQ SUCCINATOCOQ UBIQUINOL CITOCROMO C ATPSINTASA
REDUCTASA REDUCTASA CITOCROMO C OXIDASA
. REDUCTASA
2H 2x2H* 2H* 3H*

Fo

Membrana
mitocondrial
interna

NADH NAD* FADH, 1/20, H.0
SUCCINATO  FUMARATO

IcLO H
ADP+P,  ATP

Figura 6. Esquema de la cadena de transporte electronico mitocondrial. Se
representan los cinco complejos enzimaticos entre los cuales se dan reacciones de
oxido-reduccion que originan un gradiente de protones, que aprovecha el
complejo V para la sintesis de ATP.
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En los anos 80 y a raiz del descubrimiento de que una toxina sintética (el
MPTP) producia sintomas de parkinsonismo en heroindmanos que consumian
droga adulterada con esta sustancia (Langston y cols, 1983), se empezd a
estudiar el papel que la inhibicion del complejo | podia tener en la
patogénesis de la EP. El MPP+, metabolito activo del MPTP, es un potente
inhibidor del complejo | de la CTE, y esta inhibicion puede tener como
consecuencias un descenso en la produccion de ATP, un aumento del estrés
oxidativo y una induccion muerte celular por apoptosis y (Nicklas y cols,
1985).

Otros datos sugieren que los pacientes de EP sufren un defecto sistémico
en el complejo |, que afecta tanto al cerebro como a tejidos periféricos. En
1989 se encontro que pacientes de EP presentaban deficiencias en la actividad
del complejo | mitocondrial en cerebro, plaquetas (Mizuno y cols, 1989;
Parker y cols, 1989; Schapira y cols, 1989) y musculo (DiMauro, 1993). En
plaquetas aparece aproximadamente un 25% de pérdida en la actividad del
complejo | (Greenamyre y cols, 2001) y un 30-40% en la SNc (Schapira y cols,
1990).

El origen del dano en el complejo | aln no se conoce con certeza. Se ha
sugerido la posibilidad de mutaciones en mtDNA como responsables de tal
defecto (Swerdlow y cols, 1996; Gu y cols, 1998). A su vez, se sefala al estrés
oxidativo como causante de los danos en el mtDNA (Sherer y cols, 2002a). La
proximidad de la MAO (ubicada en la membrana mitocondrial) apoya esta
hipotesis, 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 toxicos (como el caso del MPTP, el paraquat o la rotenona) es la
causa la inhibicion de este complejo (Schapira, 1998; Le Couteur y cols,
1999).
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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 una
reduccion en la produccion de ATP. El complejo | es el que mayor control
ejerce sobre la respiracion mitocondrial (Nicholls y cols, 2000) y su inhibicion
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 | (figura
6) permite que el complejo Ill se pueda reducir, y, por tanto, continle el flujo
electréonico hasta la oxidasa terminal de la cadena. No obstante, este flujo
esta mermado ya que los electrones no han podido ser canalizados bajo el
primer controlador de la cadena y el poder reductor disponible procede solo
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.

El mecanismo por el cual la disfuncion en el complejo | conduce a una
selectiva neurodegeneracion en la EP esta aun por dilucidar. No obstante
queda claro que la reduccién en la actividad del complejo | predispone a la
excitotoxicidad y al dano oxidativo, ambos implicados en la etiopatogénesis
de la EP (figura 7).
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Figura 7. Resumen de la posible via mitocondrial implicada en la enfermedad de Parkinson.
La funcion mitocondrial se ve comprometida endogenamente por defectos en el complejo I.
La mitocondria esta involucrada en el metabolismo de la dopamina; la MAO B se localiza en
la membrana mitocondrial externa, donde genera especies reactivas de oxigeno. El
citocromo c y el factor inductor de apoptosis (AIFs) se localizan en el espacio
intermembrana y cuando son liberados al citosol, por apertura del poro mitocondrial de
transicion, inducen la muerte celular por apoptosis. La mitocondria actia como
amortiguador celular de Ca*". Los receptores NMDA median en un efecto excitotoxico
incrementando la concentracion de Ca?* en el citosol e induciendo a la NOS, productora de
NO y peroxinitritos (ONOO").

Excitotoxicidad del glutamato

El glutamato es un neurotransmisor implicado en numerosas vias de
excitacion neuronal. Entre ellas, interviene en la via excitadora del circuito
'corteza - ganglios basales - talamo - corteza' y cuya conexion nigroestriatal se
degenera en la EP. El glutamato actua a nivel de dos grupos de receptores: los
ionotropicos (N-metil-aspartato o NMDA y no-NMDA) y los metabotropicos
(Nakanishi, 1992). La excitotoxicidad del glutamato fue descrita por primera
vez en los afnos 70 (Olney y cols, 1971), y se refiere a la activacion excesiva de
los receptores ionotropicos que conduce a la apertura de canales ionicos

asociados a la entrada masiva de Ca®* en la célula (Meldrum y cols, 1990). El
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aumento en los niveles de Ca®" citosélico activa numerosas enzimas Ca”'-
dependientes, entre ellas la nNOS, que cataliza la sintesis de NO. Cuando
tiene lugar una sobreexcitacion de los receptores NMDA por mayor presencia
de glutamato, el NO dana a la neurona a través de los peroxinitritos que
forma y que no pueden ser depurados en su totalidad por el sistema
antioxidante celular (Radi y cols, 1991; Torreilles y cols, 1999; Carreras y cols,
2004). Ademas, el estrés oxidativo puede activar la poli ADP-ribosa sintetasa
(PARS), enzima nuclear que interviene en los procesos de reparacion del DNA
(Gaal y cols, 1987). Este enzima se activa cuando se dana la molécula de DNA
y ahade 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
danado.

Por otra parte, el glutamato por si solo es capaz de inhibir la recaptacion
de la cisteina, molécula precursora de la sintesis intracelular de glutation.
Esto provoca un descenso de las defensas antioxidantes de la neurona vy el
aumento de los niveles de radicales libres (Pereira y cols, 1996; Tan y cols,
1998).

Durante el proceso de acoplamiento de ADP-ribosa se consume una
molécula de NAD y cuatro de ATP, que son necesarios para regenerar el NAD.
De esta forma la activacion de la PARS, algo en un principio necesario y
beneficioso para la célula, puede consumir las reservas de energia celular
que, con un defecto mitocondrial asociado al estrés oxidativo, ya estan

bastante mermadas (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismo de neurotoxcidad del NO, mediada por los receptores NMDA del

glutamato.

En las neuronas, la respiracion mitocondrial es la Unica fuente de
produccion de ATP (Sherer y cols, 2002a), y los niveles de ATP desempefnan un
papel muy importante en el mantenimiento de la homeostasis celular. Por
ejemplo, niveles reducidos de ATP disminuyen la actividad de la ATPasa de
Na /K" de la membrana plasmatica, produciendo una despolarizacion parcial
de la neurona. La despolarizaciéon neuronal disminuye el bloqueo de magnesio
voltage-dependiente del receptor NMDA de glutamato. Bajo estas condiciones,
incluso niveles normales de glutamato extracelular pueden causar una
activacion excitotoxica de los receptores de NMDA y una elevacién del Ca*
intracelular. Ademas, se ha demostrado que defectos crénicos en el complejo
| alteran las cascadas de sefalizacion de Ca** en células neuronales (Sherer y
cols, 2001). Asi, dafos en el complejo | pueden conducir a una activacion
anormal de los receptores NMDA y, al mismo tiempo, volver a las neuronas

mas vulnerables a su sobreexcitacion (Greene y Greenamyre, 1996).
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En la EP, un aumento en la sensibilidad a la excitotoxicidad puede ser
especialmente perjudicial; al estar degeneradas las terminales nerviosas
dopaminérgicas de la via nigroestriatal, las neuronas de ndcleo subtalamico
estan sobreactivadas (Bergman y cols, 1990). Estas células son excitadoras y
glutamatérgicas y ademas sus terminaciones actUan sobre neuronas de la
sustancia negra (ver figura 3). De esta manera se acentla el dafno, ya

existente per sé, sobre las neuronas dopaminérgicas.

1.3.2. Procesos inflamatorios

Desde que McGeer y sus colaboradores, en 1988, describieron la activacion
de células microgliales en el cerebro de pacientes parkinsonianos (McGeer y
cols, 1988), el estudio de los procesos inflamatorios en la EP ha atravesado
diferentes etapas. En la Gltima década multitud de trabajos han demostrado
la importancia que estos fendmenos pueden tener en la fisiopatologia de la
enfermedad. Actualmente se considera que la inflamacion puede estar
estrechamente ligada a la muerte neuronal y, por tanto, a la progresion de la
enfermedad (McGeer, 1997; Teismann y cols, 2003; Barcia-Gonzalez vy

Herrero-Ezquerro, 2004).

Las células gliales, y fundamentalmente la microglia, son las principales
encargadas de llevar a cabo los procesos inflamatorios en el cerebro
(Benveniste y cols, 1997, 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 y cols,
2004).

La evidencia de la activacion microglial en la SNc de pacientes
parkinsonianos tiene un significado importante; la microglia activa se

caracteriza por la expresion del antigeno de histocompatibilidad de clase |l
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(MHC 11), que en humanos se denomina especificamente HLA-DR (del inglés,
Human Leukocyte Antigen). La expresion de este antigeno se relaciona con la
presentacion de antigenos a los linfocitos T, que tienen un alto poder
citolitico (Watts y cols, 2003). La microglia responde normalmente a dafos
traumaticos o a la presencia de elementos patégenos, migra y prolifera en el
lugar de la lesidn y, una vez activada, en el lugar de la inflamacién expresa el
antigeno MHC 1, se convierte en fagocitica y cambia su morfologia. Las
células microgliales activadas liberan diferentes citoquinas (TNF-a, que
ademas induce la activacion del factor de transcripcion NF-xB; IL 1-8; IL 1-q;
interferon-y), que amplifican la respuesta inflamatoria en las células
endoteliales vasculares (de hecho se ha observado un aumento del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en la SNc de animales de
experimentacion (Barcia y cols, 2002)) y reclutan linfocitos en la region
alterada, que pueden potenciar el dano en el sistema nervioso central
(Gonzalez- Scarano y Baltuch, 1999). Asimismo, las citoquinas liberadas son
capaces de inducir la actividad de la iNOS en los astrocitos con el consecuente
aumento de NO (Stewart y Heales, 2003).

En la figura 9 se representa un esquema hipotético de 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
vascularizacion. Estos eventos podrian ser los responsables de nueva muerte
neuronal, ya sea por accion directa de citoquinas liberadas (toxicas per sé)
sobre receptores neuronales, o bien por accion del sistema inmune celular.
Este fendmeno se podria presentar de forma ciclica, activando y perpetuando

la muerte neuronal (Barcia-Gonzalez y Herrero-Ezquerro, 2004).
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Figura 9. Esquema hipotético de la posible accion ciclica de
los procesos inflamatorios sobre las neuronas dopaminérgicas
de la SNc en el parkinsonismo.

La actividad secretora de la microglia se ha asociado a otras enfermedades
como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la esclerosis
multiple o la malaria cerebral. Sin embargo, en el parkinsonismo queda por
esclarecer si esta activacion microglial es causante de la muerte neuronal, es
consecuencia de la muerte neuronal, y actua simplemente como recogedor de
residuos de las neuronas en el proceso de degeneracion o si puede perpetuar
la muerte neuronal cuando existe algun factor que active los procesos
inflamatorios, ya sea genético, toxico o ambiental (Barcia-Gonzalez y Herrero-
Ezquerro, 2004).
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1.3.3. Factores genéticos

El mtDNA codifica para algunas proteinas que forman los complejos de la
CTE, entre ellas 7 de las 41 subunidades que constituyen el complejo I. Los
defectos encontrados en el complejo | de pacientes de EP pueden tener su
raiz en dafos en el codigo genético de la mitocondria. Este es
extremadamente susceptible a los efectos del estrés oxidativo, debido a que
se ubica en la matriz mitocondrial y a que esta muy proximo a la fuente
principal de radicales libres. Al carecer de intrones y estar desprovisto de
histonas y otras proteinas, el mtDNA tiene una probabilidad 20 veces mas alta
que el nuclear de sufrir modificaciones en las areas codificantes (Schapira y
Cooper, 1992; Ozawa, 1995). Tras la induccion de estrés oxidativo en cultivos
celulares, el dano que sufre el mtDNA es mayor y mas duradero que el
experimentado por el DNA nuclear (Yakes y Van Hounten, 1997), indicando
que los mecanismos de reparacion del mtDNA son practicamente nulos

comparados con los del nuclear.

La primera mutacion especifica del mtDNA asociada con la EP la describio
Ikebe, quien detectd en el estriado de pacientes con Parkinson deleciones
puntuales en el mtDNA (Ikebe y cols, 1990). Esta observacion se confirmé con
posterioridad (Cortopassy y Amheim, 1990; lkebe y cols, 1995; Michakiwa y
cols, 1999) y recientemente se ha experimentado con cibridos de células de
neuroblastoma y genes mitocondriales de pacientes de EP esporadico (Kosel y
cols, 1999; Sherer y cols, 2002b), en los que se presenta una actividad
reducida del complejo | mitocondrial y se generan inclusiones de cuerpos de

Lewy con el tiempo (Trimmer y cols, 2004).

Entre el 5 y el 10% de los casos de EP se corresponden con los conocidos
como hereditarios o familiares. Son aquellos en los que se ha encontrado una
mutacion concreta en un gen determinado responsable del

desencadenamiento final de la enfermedad. En la tabla 2 se muestran las
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alteraciones genéticas que actualmente se asocian a la EP y sus

caracteristicas principales (Huang y cols, 2004).

De todos ellos, el gen de la a-sinucleina es uno de los mas estudiados, ya
que fue en el primero en el que se detecté que una mutacion (guanina por
adenina en la posicion 209 [G209A], resultando en la sustitucion de alalina por
treonina en la posicion 53 [A53T]) en pacientes de EP de una misma familia
(Golbe y cols, 1990). Posteriormente se encontré otra mutacion en este
mismo gen [A30P] en una familia alemana afectada por la enfermedad (Kruger
y cols, 1998). Actualmente, una tercera mutacion [E46K] se ha identificado en
una familia espanola (Zarranz y cols, 2004). La a-sinucleina es una proteina
soluble de 140 aminoacidos que se encuentra de manera abundante en las
neuronas y se concentra especialmente en las terminales presinapticas. Se
sabe que actla como chaperona en interacciones proteina-proteina y lipido-
proteina (Kim y cols, 2000) y se ha encontrado unida o asociada a multitud de
proteinas (Sinfilina-1, tubulina, microtibulos asociados a la proteina TAU,
proteina quinasa C, tirosina hidroxilasa desfosforilada) (Huang y cols, 2004).
En pacientes de EP, la a-sinucleina suele aparecer depositada junto con otras
proteinas en los llamados Cuerpos de Lewy, considerado el principal marcador
de la enfermedad idiopatica (Spillantin y cols, 1997). Todos estos estudios
reflejan el interés que la regulacion y expresion génica de esta proteina

presenta como factor de riesgo de la EP.

El gen nurrt o nr4A2 es determinante en la diferenciacion vy
mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas, lo que lo sitla en excelente
posicion como gen candidato para la EP. No obstante, son los genes park los
que codifican para la proteina parkina, los que mas se han estudiado. La
parkina se expresa principalmente en el sistema nervioso central y es
miembro de una familia de las ligasas de ubiquina E3; se encarga de unir
cadenas peptidicas cortas de ubiquitina a proteinas para prepararlas para su

degradacion via proteosoma (Huang y cols, 2004). Las alteraciones en los
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genes park y dj-1 (Kimpara y cols, 1998; Bonifati y cols, 2003) se han
relacionado directamente con lo que se conoce como parkinsonismo juvenil,
caracterizado por el inicio temprano de la enfermedad (unos 32 anos de
promedio). Actualmente se siguen estudiando mutaciones en genes de la
amplia familia park (1-10), que se relacionan con casos de EP familiar (Hisks y
cols, 2002; Valente y cols, 2002).

En general, alteraciones genéticas en cualquier proteina que intervenga de
una forma u otra en los eventos que conlleva la EP son susceptibles de tener
en cuenta en el desarrollo de la misma. En conjunto, podemos decir que
existe una combinacion entre la predisposicion genética junto con
desencadenantes endogenos y/o exogenos que podrian explicar la causa de la

EP, al menos en buena parte de los casos (Schapira y Cooper, 1992).
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Tabla 2. Mutaciones genéticas especificas en parkinsonismo

Tipo Gen Localizacion Herencia N° familias C. Lewy Signos clinicos

Comienzo temprano,
Mutacion a-sinucleina 4q21 AD 14 Si progresion rapida,
defectos cognitivos

Comienzo temprano,

Triplicado a-sinucleina 4q21 AD 2 Si progresion rapida,
temblor, demencia tardia
Mutaciones Nurr1 2q22-23 AD 10 Si Comienzo tardio
Unidn PARK3 2p13 AD 6 Si Comienzo tardio
Union PARKS 12p11.2-q13.1 AD 3 No Comienzo tardio
Fragmentacion .
PARK10 1p32 51 Desconocido Comienzo tardio
del alelo
Mutacion UCHL1 4p14 1 Desconocido Comienzo tardio
. ) Comienzo juvenil,
Mutacion NF-M 8p21 1 Desconocido ) .
demencia tardia
Delecion/ Parkin 6a25-27 AR 260 No Comienzo juvenil, progresion
mutacion g lenta, distonia focal
) Comienzo temprano,
Union PARK6 1p35 AR 9 Desconocido .
progresion lenta
Delecion/ DJ-1 1p36 AR ) Desconocido Comienzo temprano, progresion
mutacion lenta, distonia focal

AD: autonomico dominante, AR: autonomico recesivo, Nurr1: receptor nuclear afin1, UCHL1: ubiquitin C-hidrolasa L1, NF-M:
neurofilamento medio.
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1.3.4. Factores ambientales

El caso mas conocido de parkinsonismo inducido por un agente toxico
externo fue el que tuvo lugar a principios de los ochenta en California, donde
unos heroindbmanos empezaron a presentar signos tipicos de la EP (Langston y
cols, 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). Cuando los pacientes se volvian a inyectar de
nuevo la mezcla de drogas, se desarrollaban gradualmente sintomas cada vez
mas persistentes de parkinsonismo. Esto hizo pensar que alguna sustancia mas
comun 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 la tetrahidroisoquinolina (toxina endogena 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 y cols, 1985; Naoi y cols, 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 anos después. Ademas, los sintomas
mas caracteristicos en el proceso neurodegenerativo de la EP suelen deberse
al resultado aditivo o sinérgico de mdltiples factores que concluyen en un
aumento de la vulnerabilidad del sistema nigroestriatal a danos toxicos (Di
Monte, 2003).

Entre los factores toxicos ambientales, los de mayor interés de estudio
son aquellos capaces de ocasionar dafo en la via nigroestriada, como ciertos

metales y pesticidas:
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- metales

Los metales de transicion, como el hierro y el cobre, se pueden considerar
como factores de riesgo en base a su acumulacion en la sustancia negra y a su
participacion en las reacciones oxidativas originando H;0; en la oxidacion
enzimatica de la dopamina y radical hidroxilo segln las reacciones de Fenton

y Haber-Wiess (Dexter y cols, 1989).

Recientemente se ha mostrado que hay metales que interaccionan con la
a-sinucleina y promueven su fibrilacion in vitro (Uversky y cols, 2001). Esta
interaccion puede jugar un papel importante en el desarrollo de la patologia
de la EP, ya que la a-sinucleina es el principal componente de los Cuerpos de

Lewy.

Aunque no existen estudios epidemioldgicos concluyentes que admitan una
relacion directa entre la exposicion a metales y la EP, si se ha sugerido que la
combinacion de metales (por ejemplo, hierro y cobre) puede aumentar el
riesgo de desarrollar la enfermedad, siempre y cuando la exposicion a los
mismos se haya dado durante un largo periodo de tiempo (Gorell y cols,
1999).

- pesticidas

Se ha demostrado, tanto en clinica como en trabajos experimentales, el
efecto de los pesticidas como neurotoxinas. Existen muchos estudios
epidemiologicos que defienden que la exposicidn a ciertos pesticidas se asocia
con un mayor riesgo de sufrir EP (Semchuk y cols, 1992; Liou y cols, 1997;
Gorell y cols, 1998; Petrovitch y cols, 2002). Estos resultados estan en
concordancia con los visto en agricultores, donde el riesgo aumenta de
manera directamente proporcional a la dosis y al tiempo de exposicion al
pesticida; un estudio en Taiwan, revela que el riesgo de padecer EP es de

hasta seis veces mayor en agricultores que usaron durante mas de 20 anos el
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paraquat como pesticida en los campos de arroz (Petrovitch y cols, 2002).
Ademas del paraquat, se han estudiado otros pesticidas como organoclorina,

derivados del carbamato y rotenona (Liou y cols, 1997; Gorell y cols, 1998).

A pesar de estos resultados, se hace necesario un estudio mucho mas
exhaustivo sobre la relacion entre el riesgo de padecer EP y la exposicion a
herbicidas, ya que hay que tener en cuenta muchos factores a la hora de la
recogida de datos entre la poblacion (analisis prospectivos o retrospectivos,
poblacion ocupacional o residencial, variabilidad genética de la poblacion,
etc.) (Di Monte, 2003).

No obstante, el uso de algunos de estos agentes se ha extendido en
investigacion para emplearlos como toxicos en modelos de EP experimental,
tal es el caso de la rotenona, el MPTP o el paraquat, que se ha demostrado
que, al igual que los metales, inducen la fibrilacion de la a-sinucleina y
provocan una degeneracion de la via nigro-estriada (Betarbet y cols, 2000;
Ubersky y cols, 2001).

1.4. Modelos experimentales de Enfermedad de Parkinson. La rotenona

como téxico en modelos in vitro con células PC12.

Los modelos experimentales son necesarios para la ciencia médica y son
herramientas muy utiles en investigacion, ya que permiten comprender la
patoagénesis de enfermedades desarrolladas en humanos y ser usados como

objetivos terapéuticos para el tratamiento de dichas patologias.

La EP fue la primera enfermedad neuroldgica de la que se desarrollaron
modelos experimentales. Para ello se han empleado multitud de sustancias
capaces de mimetizar en cierta medida lo que sucede en la enfermedad real.
Asi, se han usado agentes que destruyen selectivamente el sistema

catecolaminérgico, como la reserpina, metanfetaminas, 6-hidroxidopamina y
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MPTP. Desde hace unos anos se estima que 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 (Semchuk y cols, 1992; Liou y cols, 1997,
Gorell y cols, 1998; Betarbet y cols, 2000; Ubersky y cols, 2001; Petrovitch y
cols, 2002). La figura 10 muestra los mecanismos moleculares de actuacion de

diversas drogas usadas como nerotoxicos en modelos experimentales de EP.

Terminal nerviosa
dopaminérgica del
estridado

paraq;lat @ I transportador de DA
‘ dopamina
6-OHDA —— T @ Via ROS radicales libres

dopaminérgica

nigro-estriatal @ mitocondria
Agregados de
a-sinucleina

paraquat

Cuerpo celular
dopaminérgico de
la sustancia negra

mutaciones en el

rotenona gen a-sinucleina

Figura 10. Esquema de los principales mecanismos de accion de distintos
neurotoxicos usados en modelos experimentales de EP.
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La rotenona como téxico en modelos experimentales de EP.

La rotenona es un compuesto natural derivado de las raices de algunas
plantas. Se usa comunmente como insecticida para jardines o para eliminar

ciertas poblaciones de peces en lagos y estanques.

La rotenona se caracteriza por ser un inhibidor altamente selectivo del
complejo | de la CTE. Es un compuesto extremadamente lipofilico, por lo que
atraviesa sin problemas las membranas biolégicas y no depende del
transportador de la dopamina para entrar en el citoplasma, lo que le confiere
ventaja frente a otros toxicos inhibidores del complejo | como el MPTP
(dependiente de dicho traslocador para penetrar en la célula, donde es
transformado por la MAO B en su metabolito activo, el MPP+) (Betarbert y
cols, 2000).

De la misma forma que tiene lugar en pacientes de EP, la rotenona es capaz
de inducir inhibicion del complejo | en distintas regiones del organismo,
dependiendo de la dosis empleada, tiempo de exposicion y vulnerabilidad que

el tejido presente al toxico (Betartbet y cols, 2000; Sherer y cols, 2002a).

Existen protocolos de administracion cronica de rotenona a ratas mediante
infusion sistémica en los que se controla la dosis para producir una inhibicion
sustancial del complejo |, pero con un minimo impacto sobre la respiracion
mitocondrial (el cerebro presenta un “efecto limite” para no verse privado de
la respiracion aunque el complejo | esté inhibido (Davey y Clark, 1996)). Esta
inhibicion sistémica, uniforme y crénica, mantenida durante un periodo de
varios dias o semanas, causa una degeneracion selectiva de las neuronas de la
sustancia negra (Betarbet y cols, 2000). La degeneracion empieza en las
terminales nerviosas y progresa retroactivamente hacia el soma celular.
Ademas, muchas de las neuronas presentan inclusiones citoplasmaticas que, al
igual que los cuerpos de Lewy en la EP, contienen a-sinucleina y ubiquitina

(Greenamyre y cols, 2003). La degeneracion dopaminérgica va acompanada
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por un marcado aumento en proteinas danadas oxidativamente (aumento del
nivel de carbonilos) en estas regiones del cerebro, similar al que tiene lugar

en la EP (Greenamyre y cols, 2003).

En cuanto a su comportamiento, los animales tratados con rotenona
presentan sintomas de parkinsonismo como bradicinesia y rigidez; las ratas
mas afectadas permanecen en posturas flexionadas y sufren las paralisis
motoras tipicas de los estadios mas avanzados de la EP (Greenamyre y cols,
2003).

- Mecanismo de acciéon de la rotenona

Los modelos de toxicidad cronica de la rotenona muestran, tanto in vivo
como in vitro, que este pesticida causa un marcado descenso de glutation,
acompanado de daio oxidativo a proteinas y DNA (Sherer y cols, 2002b). Se
cree que hay un sitio de escape de electrones proximo al sitio de union de la
rotenona al complejo | (Hensley y cols, 1998). En presencia de rotenona, los
electrones se escapan del complejo y se combinan con el oxigeno presente
dando lugar a las conocidas ROS. Estas ROS atacan a las proteinas y al DNA
causandoles modificaciones especificas que permiten su deteccion en modelos
experimentales (Greenamyre y cols, 2003). Asi, una inhibicion baja, pero
cronica del complejo | por rotenona, reproduce el dahfo oxidativo

caracteristico de la EP.

En modelos in vivo, se ha observado una dramatica activacion de la
microglia en el tracto nigro-estriatal y una débil activacion en areas no
dopaminérgicas como la corteza (Sherer y cols, 2002b). La activacion de la
microglia comienza antes de que haya evidencias anatomicas de
degeneracion, sugiriendo que presenta un papel activo en la degeneracion
dopaminérgica en este modelo. Apoyando esta idea, Gao y sus colaboradores
afirman que en células en cultivo, la rotenona sélo es toxica en la presencia

de célula microgliales (Gao y cols, 2002).
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En la figura 11 se representa esquematicamente el efecto de la inhibicion
que la rotenona ejerce sobre el complejo | de la ETC. Posiblemente sean los
mismos eventos, 0 muy parecidos, que ocurren en las neuronas de la sustancia

negra en pacientes de EP.
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Figura 11. Representacion esquematica del efecto de la inhibicion del
complejo | por la rotenona y su relacion con la muerte celular.

Los modelos in vitro. Las células PC12 como modelo de estudio para la EP.

Los modelos in vitro permiten determinar los mecanismos de accion de
farmacos y toxicos y describirlos farmacoldogica y molecularmente, antes de

sean corroborados posteriormente con estudios en animales.

Uno de los primeros ensayos de citotoxicidad en cultivos celulares con
toxicos inductores de parkinsonismo lo utilizaron en 1973 Hill y sus
colaboradores (Hill y cols, 1973). Desde entonces se han empleado cultivos de
células cromafines (Unsicker y cols, 1976; Kirpekar y cols, 1983), células de
neuroblastoma (Tiffany-Castigliony y Pérez-Polo, 1981), células de

feocromocitoma (Yoffe y Borchardt, 1982), granulos cerebelosos (Garber-
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Goldsman y cols, 1986), cultivos de cresta neural de pollo (Christie y cols,
1987), células mesencefalicas fetales de rata (Michel y Hefti, 1990; Pietz y

cols, 1996) o humanas (Spenger y cols, 1996).

Todos estos modelos se basan en células dopaminérgicas en cultivo que son
susceptibles de ser danadas por ciertos neurotoxicos inductores de
parkinsonismo (6-OHDA, MPTP, rotenona). Estos experimentos han conseguido
avanzar en el estudio de los mecanismos de accion de estas drogas, asi como
en la basqueda de nuevas sustancias para prevenir el dano. Sin embargo, uno
de los modelos de estudio en células dopaminérgicas mas atractivo y utilizado

es la linea celular PC12,

El empleo de las células PC12 como modelo para el estudio de la EP parte
de mediados de los 70, cuando Greene y Tischler establecen una linea celular
clonal a partir de un transplante de feocromocitoma de rata. Presenta un
nimero de cromosomas (40) muy cercano a la diploidia. Una de las
caracteristicas mas llamativas es su capacidad de respuesta de forma
reversible al factor de crecimiento nervioso (NGF). Asi, al cabo de una
semana de cultivo con este factor las células PC12 cesan de dividirse y
comienzan a emitir neuritas adoptando una morfologia neuronal tipica (Figura
12). También comienzan a producirse los potenciales de accion y la
despolarizacion de la membrana. Si se elimina el NGF y se vuelven a cultivar
en condiciones normales la neuritas acaban degenerando y las células vuelven
a dividirse (Grenne y Tischler, 1976). Se puede llegar a conseguir una
diferenciacion irreversible de las PC12 con NGF si se anaden analogos de

nucledtidos de adenina en el medio de cultivo (Charles y cols, 2003).

En condiciones normales de cultivo, las células PC12 (indiferenciadas) son
redondeadas u ovales y tienden a agregarse unas a otras formando los
llamados “clusters”, sin emitir ningln tipo de neuritas. Estos cultivos duplican

su poblacion cada 92 horas.
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esde un punto de vista estructural, las PC12 presentan al microscopio
electrénico una serie de granulos densos redondeados u ovoideos de 40-350
nm similares a los que se encuentran en el citoplasma de las células
cromafines de la rata. Algunos de estos granulos son fuertemente
electrodensos, mientras que otros son mas palidos y granulares. Las células
contienen en ocasiones, ademas de esos granulos, una serie de vesiculas mas

pequenas y claras.

Figura 12. Aspecto de un cultivo de células PC12 no diferenciadas (izquierda) frente
a uno de células PC12 diferenciadas con NGF (derecha).

Funcionalmente hablando, las PC12 contienen catecolaminas y las enzimas
que las sintetizan (tirosina hidroxilasa (TH), dopa descarboxilasa y dopamina
B-hidroxilasa) asi como sus enzimas catabdlicas monoamino oxidasa (MAO) y
catecol-O-metiltansferasa (COMT). Producen principalmente dopamina vy, al
contrario que las células adrenérgicas, no sintetizan adrenalina ya que
carecen de feniletanolamil N-metiltransferasa, su enzima sintetizante. El
tratamiento con NGF no altera los contenidos de catecolaminas ni las

correspondientes actividades enzimaticas (Greene y Tischler, 1976).
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Debido a su respuesta reversible al NGF, las PC12 son Utiles en el analisis de
las acciones de este factor trofico en la supervivencia neuronal, y de los
mecanismos de muerte celular inducida por la eliminacion de suero o por la
eliminacion de NGF del medio de cultivo (Rukenstein, 1991; Batistatou y
Grenne, 1991), proceso que induce apoptosis y la fragmentacion del ADN en
pocas horas (Batistatou y Grenne, 1991). Quiza por esta razén Pittman y cols
proponen esta linea celular como un modelo muy interesante para
caracterizar los principales eventos que tienen lugar durante la diferenciacion

neuronal (Pittman y cols, 1993).

Esta sobradamente demostrado que la rotenona induce estrés oxidativo y
apoptosis en células PC12 en cultivo (Hartley y cols, 1994; Seaton y cols,
1997; Liu y cols, 2005). Si a esto unimos el hecho de que estas son una
herramienta fundamental para estudiar la muerte neuronal programada, todo
ello hace que este sea un modelo inmejorable para estudiar a nivel celular y

molecular los siguientes hechos:

- El proceso de dano inducido por estrés oxidativo que culmina con la
muerte neuronal por apoptosis.

- El empleo de sustancias que puedan rescatar las células del dafo
inducido por estos mecanismos, y que tengan, por tanto, potencialidad

en el tratamiento de la EP.
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2. 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 degeneracion y posterior desaparicion de las
neuronas dopaminérgicas. En funcion de cual sea ese mecanismo implicado, se
podran adoptar unas estrategias terapéuticas u otras. Ademas, el
conocimiento de dicho mecanismo ayudaria aln mas a entender la etiologia
de esta enfermedad y, probablemente, al establecimiento de unas pautas a
seguir para detectar la enfermedad en una fase temprana, cuando ain no ha

comenzado la degeneracion.

Existen, basicamente, dos tipos de muerte celular:

- Necrosis, o muerte por dano o agresion. La célula muere de forma
drastica, no aislada, con dano en la membrana plasmatica e
inflamacion 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 apoptoticas en la SN
de pacientes de EP, o incluso en modelos animales, son enormes; la
degeneracion es practicamente del 70% 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 y cols, 2004), proteina que se expresa en procesos
apoptéticos. Otros estudios ponen de manifiesto la implicacion de la apoptosis

en la muerte neuronal en pacientes de Parkinson, donde se ha encontrado la
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proteina proapoptotica Bax-inmunorreactiva en neuronas del cerebro medio

de dichos pacientes (Horowitz y cols, 2003).

Por otra parte, los eventos que acompanan a la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas parecen apuntar finalmente hacia la activacion de la
via de muerte celular programada; la disfuncion 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 liberaciéon de citocromo ¢
y del factor inductor de apoptosis (AIF) del espacio intermembrana al citosol y

posterior activacion de la via apoptotica en la célula.

2.1. Muerte celular programada.

En todo organismo multicelular adulto debe existir un equilibrio entre la
generacion o proliferacion y la desaparicion o muerte de las células que lo
componen. La alteracion de este equilibrio conduce a situaciones patologicas
como el cancer, cuando la proliferacion aumenta descontroladamente, o las
enfermedades degenerativas, cuando los procesos de muerte celular estan

incrementados.

Desde el embrion hasta el organismo adulto fisioldgicamente sano, millones
de células mueren sin dejar cicatrices ni activar células inflamatorias. Este
fenomeno no tiene lugar de una forma aleatoria, sino que se trata de un
proceso controlado bien definido genéticamente, en el que las células estan
destinadas a morir en un tiempo fijado. Asi, los episodios que rodean a la
muerte celular programada entran a formar parte de los procesos fisioldgicos
que resultan necesarios para el funcionamiento normal de un organismo. No
obstante, dependiendo de la etiologia, los procesos apoptoticos pueden
resultar perjudiciales siendo responsables de diversas afecciones y su

desregulacion conduce a situaciones patologicas (Jordan, 2003).
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Virchow, en 1858, fue el primer investigador en describir los procesos de

muerte celular y, basandose solo en parametros macroscopicos, los definid

como degeneracion, mortificacion y necrosis (Virchow, 1858). El término

“apoptosis” fue implantado en 1972 por Kerr, Wyllie y Curie (Kerr y cols,

1972), y se refiere a la caida de las hojas desde los arboles en otofo o la de

los pétalos de las flores.

2.2. Caracteristicas morfolégicas de la apoptosis.

En la tabla 3 se detallan comparativamente la diferencias a nivel

morfologico entre necrosis y apoptosis (Kerr y cols, 1987, 1994; Arends y cols,

1991).

Tabla 3. Comparacion de las caracteristicas morfologicas de la necrosis y la apoptosis

RASGO

NECROSIS

APOPTOSIS

Aspecto histolégico

A menudo afecta a células
contiguas

Afecta a pocas células, de forma
individual

Las células afectadas contienen

particulas de cromatina
condensada en el espacio
intercelular y dentro de las

células tisulares

Cambios ultraestructurales

en la cromatina

Habitualmente con signos de
inflamacion Sin  signos  aparentes de
inflamacién
- . Se condensa en la zona marginal,
Agregados pequefios y  sin

textura; desparece en muchos
casos, cuando se destruye la
membrana plasmatica

con agregados granulados
densos, que confluyen en el
nucleo completo o en capsulas
(medias lunas)

Nucleolo

Queda como cuerpo compacto,
muy evidente hasta un estado
avanzado durante la degradacion

Disperso en granulos, mientras el
citoplasma esta intacto

Membrana nuclear

Retiene los poros hasta la
degradacion citoplasmatica.
Eventualmente se destruye con
otros organulos.

Sufre una involucion progresiva
disminuyendo de tamano.
Retiene los poros adyacentes a la
eucromatina. A veces se hace
discontinua, de forma que las
masas de cromatina se
encuentran entre los organulos
citoplasmaticos

Citoplasma

Hinchazén de todos lo
compartimentos seguido de una
ruptura de las membranas y
destruccion de organulos.
Caracteristica densidad de la
matriz mitocondrial.

Mitocondrias intactas
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Al microscopio oOptico, todas estas caracteristicas apoptoticas se traducen
en una intensa basofilia celular, causada por la compactacion de la
cromatina. Al final del proceso de apoptosis, las protuberancias superficiales
se separan de la célula arrastrando parte del citosol y de los organulos,
formando unas estructuras esféricas, llamadas cuerpos apoptoéticos, que
pueden llevar algun fragmento nuclear. Estos cuerpos aparecen dispersos por
el tejido y normalmente son liberados a los lUmenes mas cercanos o

fagocitados por macrofagos (Kerr y cols, 1994).

Los cambios morfologicos que sufre la célula apoptética van acompanados

por modificaciones bioquimicas caracteristicas tales como:

- Incremento moderado, pero sostenido, de la concentracion de calcio
libre en el citoplasma.

- Cambios en la composicion de la membrana celular: traslocacion de
grupos glicanos a la superficie celular que van a actuar como senal de
reconocimiento, permitiendo la union de fagocitos y evitando la
liberacion del contenido celular y la posible reaccion inflamatoria.

- Aumento y activacion de la sintesis de determinadas proteinas

necesarias en las rutas metabolicas de los procesos de muerte celular.

2.3. Mecanismos moleculares de la apoptosis

Los estudios llevados a cabo a lo largo de los ultimos anos ponen de
manifiesto que existen dos vias principales de apoptosis: la via mitocondrial o
intrinseca y la via de receptor de muerte celular (DR) o extrinseca. La via DR
esta regulada por una enorme variedad de niveles de expresion de dichos
receptores, los cuales son diferentes segun el tipo de célula, mientras que la
via mitocondrial esta considerada como la principal diana del sistema de

sefalizacion de supervivencia y su activacion depende de diversos factores de
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estrés celular, como la eliminacion de factores de crecimiento, danos en el
DNA, drogas toxicas, estrés oxidativo, etc. (Blum y cols, 2001; Evan y
Vousden, 2001).

Ambas vias estan moduladas por un sistema de proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAP), altamente conservado y que inhiben la activacion de las
conocidas como caspasas (Deveraux y Reed, 1999). Las caspasas son una
familia de proteasas que constituyen el mecanismo central de la maquinaria
de muerte de cualquier célula. Se trata de Cistein-proteASAS que hidrolizan a

su sustrato junto a un residuo de acido ASPartico (de ahi su nombre).

Las caspasas se consideran los principales efectores intracelulares de la
apoptosis. Responden al estimulo apoptotico mediante activacion de una
cascada intracelular proteolitica que ocasiona la activacion o inactivacion de
diferentes sustratos celulares y provoca la muerte celular. La primera caspasa
que se describio fue la caspasa-1 o ICE (Interleukin-1B-Converting Enzyme),
homologa en mamiferos de la proteina CED-3 de Caenorhabditis elegants
(Thornberry y cols, 1992), producto del gen ced-3, imprescindible para que la
muerte celular programada tenga lugar (Ellis y cols, 1991; Xue y Horvitz,
1995).

Las caspasas que participan en la apoptosis pueden dividirse en dos grandes

grupos:

- iniciadoras (caspasas 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 y 12), que se activan en
respuesta a sefales apoptoticas y activan a las caspasas efectoras.

- efectoras (3, 6, 7 y 14), que proteolizan sustratos celulares
provocando la desorganizacion de la célula y los cambios morfoldgicos

tipicos de la apoptosis (Thornberry y Lazebnik, 1998).
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Se conocen unos 40 sustratos celulares para las caspasas (Cryns y Yuan,
1998). Entre ellos se encuentran proteinas que inhiben la muerte celular,
como las Bcl-2 (Cheng y cols, 1997), proteinas que participan en la reparacion
del DNA o en la organizacion de la cromatina (Kaufmann y cols, 1993;
Casciola-Rosen y cols, 1996) y proteinas implicadas en la regulacion del

citoesqueleto (Rudel y Bokoch, 1997).

- Via apoptotica de receptor de muerte

Depende de procaspasas que contienen un dominio “efector de muerte”
que se activa por la union de ligandos extracelulares que poseen un “dominio
de muerte” en la superficie de la célula (figura 14). Los receptores de muerte
(DR) pertenecen a la superfamilia de los receptores del Factor de Necrosis
Tumoral (TNF). Se conocen como TRADD (receptores de TNR asociados a
dominios de muerte) y poseen un dominio extracelular rico en residuos de
cisteina y una secuencia citoplasmatica intracelular conocida como “dominio
de muerte” (DD). Al unirse el ligando tiene lugar una trimerizacion del
receptor que provoca el reclutamiento del adaptador de proteinas (FADD,
dominio de muerte asociado a Fass), que induce la transformacion de las
procaspasas o caspasas iniciadoras (principalmente caspasa 8 y 10) en un
complejo multimérico (DISC, complejo inductor de la seial de muerte). Estas
son las que van a activar a las procaspasas efectoras, como la caspasa 3, que
induce directamente la muerte celular. Por otra parte, la activacion de la
caspasa 8 promueve el envio de sefales a la mitocondria (a través de la
activacion de proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2: Bid, Bax/Bak)
favoreciendo la liberacion del citocromo c al citosol y relacionando las vias

extrinsecas e intrinsecas de la apoptosis (Sainz y cols, 2003).
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- Via apoptética mitocondrial

La apoptosis se induce a través de diversos estimulos tanto intra como
extracelulares. Se trata de agentes que, directa o indirectamente actlan
sobre la membrana mitocondrial, afectando a su estructura y, por tanto, a su
funcion (Green y Kroemer, 1998; Loeffler y Kroemer, 2000). Cuando tiene
lugar una despolarizacion de la misma, se anula la regulacion de los canales
ionicos o dependientes de voltaje contenidos en la membrana, de modo que
se produce una liberacion al citosol de diversas moléculas propias de la
mitocondria. Entre ellas, el citocromo ¢, normalmente contenido en el
espacio intermembrana mitocondrial, que es liberado al citosol (Desagher vy
Martinou, 2000). Una vez liberado, el citocromo c interacciona con el
adaptador de proteinas CED-4/Apaf-1 en presencia de dATP (Zhou y cols,
1997; Cecconi, 1999), se oligomerizan y recluta al iniciador de la procaspasa
9, dando lugar a la formacion del apoptososma. La procaspasa 9 se activa a
caspasa 9, actuando sobre otras caspasas efectoras como la procaspasa 3.
Ademas del citocromo c, la mitocondria libera otro efector de la apoptosis, el
factor inductor de apoptosis o AIF (Zamzami y cols, 1996; Susin y cols, 1999),
que parece ser un elemento independiente de caspasas, responsable de la
dispersion inicial del nlicleo y que parece tener un papel esencial en la
condensacion de la cromatina y la fragmentacion del DNA (Lorenzo y cols,
1999; Daugas y cols, 2000).

En la figura 14 se muestran las vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis

y la interconexion entre ambas (Sainz y cols, 2003).
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Figura 14. Esquema representativo de las vias extrinseca (de receptor de muerte) e
intrinseca (mitocondrial) de muerte por apoptosis.

2.3.1. Reguladores intracelulares

Los principales reguladores intracelulares de la muerte celular programada
son la familia de proteinas relacionadas con Bcl-2, proteina de mamiferos
homologa estructural y funcionalmente a la CED-9 de C. elegans (Hengartner y
Horvitz, 1994). Todos los miembros de la familia Bcl-2 presentan al menos uno
de los cuatro dominios conservados de homologia a Bcl-2 (BH1-BH4), que
median en la interaccion con proteinas y son esenciales para su funcion
(Reed, 1998; Blum y cols, 2001).

Algunos miembros de la familia inhiben la muerte celular (Bcl-2, Bcl-X.) y
otros la activan (Bax, Bad, Bid). Puesto que ambos tipos pueden formar

heterodimeros, sus concentraciones relativas pueden regular el balance entre
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muerte y supervivencia (Oltvai y cols, 1993). Actualmente se conocen hasta 15
miembros de esta familia en mamiferos (Dlamini y cols, 2004). Muchas de
estas proteinas presentan un dominio c-terminal hidrofébico que les permite
anclarse a la cara citoplasmatica de las membranas de la mitocondria, del
reticulo endoplasmico y de la membrana nuclear, de forma que pueden

registrar danos en dichos organulos (revisado por Green y Kroemer, 1998).

El siguiente nivel de regulacion se produce en la interaccion entre Apaf-1y
las proteinas Bcl-2 y Bcl-X., que impiden la activacion del complejo Apaf-
1/procaspasa 9 (Hu y cols, 1998), ademas de evitar directa o indirectamente
la liberacion del citrocromo ¢ de la mitocondria, lo que a su vez parece ser
responsable de un cambio conformacional de Apaf-1 que le permite procesar a
la procaspasa-9 (Zhou y cols, 1997; Liy cols, 1997; Green y Kroemer, 1998). El
propio Bcl-2 es una proteina integral de la membrana de la mitocondria, y
previene la apoptosis mediando solo a través de algunas caspasas (Sutton,
1997).

2.3.2. Reguladores extracelulares.

Las proteinas de la familia Bcl-2 y las procaspasas, a su vez, son reguladas
por sefnales extracelulares de supervivencia o de muerte. Diversas familias de
neurotrofinas y factores de crecimiento forman parte de las moléculas
sefalizadoras de supervivencia en el sistema nervioso. Estas moléculas siguen

diversas vias de senalizacion intracelulares como:

- Via de las fosfatidil-inositol-3-quinasas (PI3K), que activan a la
proteina-quinasa B o Akt (Yao y Cooper, 1995; Dudek y cols, 1997,
Franke y cols, 1997).

- Via de las proteinas-quinasas activadas por mitogenos (MAPK)

(Parrizas y cols, 1997; Nunez y del Peso, 1998).
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La activacion de Akt supone la fosforilacion directa de Bad (Datta y cols,
1997) impidiendo que ejerza su funcion proapoptotica; sin embargo, si Bad
permanece no fosforilado, se une a Bcl-X. (0 a Bcl-2) e inhibe la apoptosis
(Zhay cols, 1996).

Los DR, de los que ya hemos hablado, constituyen la otra via extracelular

de induccién de muerte. Los mas caracterizados son los Fas y los TNF.

2.4, Mitocondria y apoptosis. Papel del poro de transicién mitocondrial.

La apoptosis puede activarse por distintas vias de sefalizacién, pero todas
ellas parecen converger hacia un Unico evento: la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial. Este “punto de no retorno” en la muerte celular
programada es un proceso complejo regulado por la propia composicion de la
membrana mitocondrial y por los efectos de la transduccion senales

implicados en los procesos apoptéticos.

La permeabilizacion de la membrana permite que diversas proteinas
proapoptoticas contenidas en el espacio intermembrana de la mitocondria
(citocromo ¢, AIF, Smac/DIABLO, endonucleasa G, Omi/HtrA2) sean
liberadas al citosol donde ejerceran su funcion inductora de la muerte celular
(Batandier y cols, 2004).

Existen dos mecanismos de permeabilizacion de la membrana de la
mitocondria, que permiten la salida de estas sustancias. Uno de ellos implica
a un canal formado en la membrana externa por proteinas proapoptoticas
pertenecientes a la familia Bcl-2, mientras que el otro se debe a la apertura
de un canal desde la membrana interna, el llamado poro de transicion
mitocondrial (PTM).
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2.4.1 Permeabilizacion de la membrana mitocondrial.

La permeabilizacion de la membrana mitocondrial estd regulada por

diversos agentes pro y antiapoptoticos, asi como por distintos metabolitos

(Debatin y cols, 2002). Las moléculas mas importantes que regulan el proceso

son:

La sobreexpresion de las proteinas proapoptoticas Bax y Bak es
suficiente para matar a las células. Bak se asocia normalmente a la
membrana externa y, cuando se induce la apoptosis, cambia de
conformacion y queda insertada totalmente en ella; Bax
(perteneciente a la familia de Bcl-2) es una proteina citosolica que en
la apoptosis transloca a la mitocondria insertandose y oligomerizando
en su membrana externa. La proteina Bax puede permeabilizar
membranas liposomales y formar canales en bicapas lipidicas planas,
cuyo tamano puede ser suficiente para liberar a través de él
compuestos como el citocromo ¢ (Saito y cols, 2000). Esta
permeabilizacién se puede inhibir por la ciclosporina A (Gogvadze y
cols, 2001), lo cual sugiere que el canal abierto por Bax puede
involucrar a la ciclofilina D (componente del poro de transicion con
gran afinidad por la ciclosporina A).

Otros miembros de la familia Bcl-2, como el Bad, Bim y Noxa, inducen
la apoptosis mediante la interaccion con Bax o Bak, generando
complejos estables con las moléculas antiapoptoticas Bcl-2/Bcl-X,
(Adams y Cory, 2001). Por su parte, t-Bid es capaz de desestabilizar a
la membrana mitocondrial, formando canales en la bicapa lipidica
(Kudla y cols, 2000).

Las proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y Bcl-X. estan situadas en la
membrana mitocondrial y actGan como una barrera frente a la
permeabilizacién, bien neutralizando la funcion de las proteinas

proapoptoticas de la familia Bcl-2, bien interactuando fisica o
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funcionalmente con diversos componentes del poro de transicion
mitocondrial (Kroemer, 1997; Martinou y Green, 2001).

- Los lipidos de la membrana interna mitocondrial son distintos a los de
cualquier otra membrana celular; es rica en colesterol libre y es la
Unica membrana en eucariotas que contiene cardiolipina. La
membrana interna posee una cantidad relativamente alta de
fosfolipidos cargados negativamente, como la fosfatidilserina. Estas
caracteristicas determinan la insercion preferente de ciertas proteinas
en las membranas mitocondriales. La composicion de la membrana
cambia durante la apoptosis; la cardiolipina se oxida (Matsko y cols,
2001) y la fosfolipasa A2 y la esfingomielinasa aumentan la
concentracion de dos agentes inductores de la permeabilizacion de la
membrana, como son el acido araquidonico y la ceramida,

respectivamente (Birbes y cols, 2001; Williams y Gottlieb, 2002).

2.4.2. Importancia de los componentes del PTM en la apoptosis.

El PTM es un megacanal o canal de conductancia multiple formado por un
complejo multiproteico que conecta la membrana interna de la mitocondria
con la membrana externa y el citosol. El complejo del PTM ayuda a mantener
la concentracién de Ca**, el pH, el potencial transmembrana (AW.) y el
volumen de la mitocondria, actuando a distintos niveles de conductancia y
permitiendo el paso selectivo de pequenos iones. El canal abierto tiene un
diametro de 2.0-2.6 nm y permite el paso de solutos con masa molecular de
hasta 1.5 kD (Vyssokikh y Brdiczka, 2003).

El PTM esta intimamente relacionado con los procesos de muerte celular y
se considera cono un ejecutor central del destino de la célula tras su
exposicion a diversos agentes como el estrés oxidativo, la eliminacion de
factores de crecimiento o exposicion a citocinas como el TNF-a (Gottlieb,
2000; Kronemer y Reed, 2000).
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La apertura del PTM disipa el potencial de la membrana, desacoplando la
mitocondria y causando un hinchamiento del organulo. Los principales

componentes del poro implicados en la induccion de la apoptosis son:

- Canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC).

Es la proteina mas abundante de la membrana externa de la
mitocondria. Normalmente se responsabiliza del transporte de metabolitos
entre el citosol y el espacio intermembrana. En presencia de ROS, este canal
facilita la permeabilizacion de la membrana mitocondrial y permite la salida
al citosol de citocromo ¢ (Madesh y Hajnoczky, 2001), induciendo la apoptosis.
Se cree, como ya hemos dicho antes, que la interaccidon entre Bax o Bak con
este canal permite la formacion de poros suficientemente grandes como para
liberar al citocromo c (Shimizu y cols, 2000). Su actividad proapoptética se ve

frenada por las proteinas Bcl-2 o Bc-X,.

Se ha sugerido que un aumento en el potencial transmembrana afecta
directamente a la membrana externa creando un gradiente de voltaje local

que cierra el canal ionico (Vander-Heiden y cols, 2000).

- Traslocador de nucleotidos de adenina (ANT).

Es la proteina mas abundante de la membrana interna de la mitocondria.
Es el responsable del intercambio de ATP y ADP con el citosol. Junto con el
VDAC y la ciclofilina D, constituyen la principal estructura del poro de
transicion (Marzo y cols, 1998; Brenner y cols, 2000; Crompton, 2000). El ANT
actia normalmente como un transportador especifico de ATP y ADP. Bajo
condiciones proapoptoticas, como aumento de la concentracion de Ca*,
presencia de acido atractilésido, palmitato o de NO, forma un poro no

especifico (Vieira y cols, 2002). La superficie de la membrana mitocondrial
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interna es mucho mayor que la de la externa, asi, cuando se produce la
apertura de este poro, la membrana interna se permeabiliza causando un
hinchamiento osmotico de la matriz y la consecuente ruptura de la membrana
externa, de menor superficie. Este canal se bloquea por accion de Bcl-2 y, en

ocasiones, por la ciclosporina A (Crompton, 2000).

- Receptor periférico de benzodiazepinas (PBR).

Su funcion mas conocida es la sintesis de esteroides a partir de colesterol
(Besman y cols, 1989; Papadopoulus y cols, 1997), aunque también
desempena un importante papel como regulador de los procesos oxidativos de
la mitocondria, ya que esta involucrado en la actividad de la succinato-
citocromo c oxidorreductasa (Moreno-Sanchez y cols, 1991) y es conocido
como un sensor del oxigeno celular que media en la respuesta de adaptacion
de la célula (Casellas y cols, 2002). Ademas, se ha demostrado que el PBR
ejerce un papel protector frente al estrés oxidativo en presencia de ROS
(Stoebner y cols, 1999) y que su expresion aumenta en situaciones patologicas
que cursan con elevada produccion de ROS, sobre todo en el sistema nervioso
central (Casellas y cols, 2002). Antagonistas del PBR inducen un colapso del
AW, y un hinchamiento de la mitocondria, que llevan a la célula a la muerte
por apoptosis (Fennel y cols, 2001), mientras que los agonistas del PBR

ejercen un efecto antiapoptoético (Bono y cols, 1999).

En la figura 15 se representan los principales componentes del PTM, con

sus efectores (activadores e inhibidores) mas importantes:
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Figura 15. Esquema de la estructura del PTM con algunos de sus efectores mas
importantes. En rojo se marcan los inductores de la apertura del PTM y en azul los
inhibidores.

La activacion del megacanal supone la formacion inicial de un complejo
ANT-VDAC, en el que VDAC aparece en un estado de baja conductividad y
selectivo para los cationes y ANT ha perdido contacto con la creatina quinasa
mitocondrial (mtCK). La interaccion entre estos dos componentes suponen
cambios estructurales de la membrana externa, exponiendo lugares diana
para proteinas Bax/Bak que compiten y desplazan a la hexoquinasa Il (Hkll) de
su sitio de union a VDAC (Pastorino y cols, 2002). En las zonas de contacto de
ANT-VDAC entre las membranas internas y externas se concentran pequenas
cantidades de citocromo c que, tras la interaccion de moléculas Bax, es
liberado junto con el factor AIF (Pastorino y cols, 1999; Capano y Cromptom,
2002). En un segundo paso, el citocromo ¢ que se localiza en grandes
cantidades en la superficie de la membrana de las crestas mitocondriales se
libera tras la apertura del PTM y de la disrupcion de la membrana interna
(Halestrap y cols, 2002). La presencia de ROS en la mitocondria permite la
ruptura de puentes disulfuro que mantenian los canales ANT cerrados e induce
cambios de conformacion en las estructuras que posibilitan la formacion del

megacanal (Debatin y cols, 2002).
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3. MELATONINA

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina, es una indolamina, que fue
aislada por primera vez por Lener (Lerner, 1958) a partir de extractos de
glandula pineal de oveja. Un ano mas tarde, en 1959, este mismo grupo

dilucido su estructura quimica (Lerner y cols, 1959).

Figura 16. Estructura quimica de la molécula de
melatonina.

Desde un punto de vista quimico, es un cristal organico, de color blanco,
con un punto de fusidén entre 116 y 118°C, dificilmente soluble en agua vy

facilmente soluble en etanol (Szmuskowvicz y Heinzelman, 1960).

La melatonina es un compuesto filogenéticamente muy estable, altamente
conservado a lo largo del tiempo y en distintas especies, desde unicelulares
(Tilden y cols, 1997; Macias y cols, 1999) hasta organismos vertebrados (Ledn
y cols, 2004). En mamiferos, la melatonina se sintetiza en la glandula pineal a
partir de triptéfano y esta regulada por el fotoperiodo y por hormonas. Existe
un ritmo circadiano en los niveles de melatonina en suero de mamiferos,
relacionada tanto con su produccion como con su metabolismo (Matthews y
cols, 1982). Su concentracion en suero es del orden de picomolar/nanomolar
(Reiter, 1991a). Actualmente se sabe que la mayoria de los 6rganos y tejidos
del organismo sintetizan melatonina por la misma via metabdlica que la pineal
(Stefulj y cols, 2001), aunque los niveles tisulares de melatonina son 2-3
ordenes de magnitud mayores que los del plasma (Reiter y Tan, 2003b). La
melatonina se concentra especificamente en determinadas organelas

celulares, como el nucleo y la mitocondria (Menéndez-Peldez y Reiter, 1993;
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Acuna-Castroviejo y cols, 2003). Ademas, se han identificado y caracterizado
receptores nucleares para la melatonina en organos periféricos (Acufa-
Castroviejo y cols, 1993; Acuna-Castroviejo y cols, 1994; Becker-André y cols,
1994; Carlberg y cols, 1994; Gigueré y cols, 1994).

Aunque inicialmente se encuadrd a la melatonina exclusivamente en la
fisiologia circadiana y reproductora, estudios posteriores permitieron
relacionarla con aspectos de la fisiologia intracelular independientes de sus
acciones hormonales. Asi, se demostro que la melatonina es un potente

depurador de radicales libres (Tan y cols, 1993).

Asimismo se demostro la capacidad de la melatonina como modulador del
calcio intracelular mediante interacciones con diversas proteinas citosolicas
como la protein quinasa C (Benitez-King y Anton-Tay, 1996), la calmodulina
(Huerto-Delgadillo y cols, 1994; Pozo y cols, 1994; Ledn y cols, 2000), y la

calreticulina (Macias y cols, 2003).

En cuanto a su accion sobre el SNC, la melatonina regula tanto a los
neurotransmisores y como a sus receptores (Acuna-Castroviejo y cols, 1986a;
Acuna-Castroviejo y cols, 1986b; Khaldy y cols, 2002; Escames y cols, 2004).
La melatonina regula la neurotransmision GABAérgica por mecanismos
dependientes de receptores opioides (Gomar y cols, 1993) y aumenta los
niveles de GABA (Rosenstein y Cardinali, 1990). También actla directamente
sobre aminoacidos excitadores como el glutamato (Pellegrini-Giampietro y
cols, 1990) e inhibe la activacion de la nNOS a través de su interaccion con el
complejo calcio-calmodulina (Ledn y cols, 1998a; Ledn y cols 2000). Ademas,
la melatonina regula la actividad idnica de la membrana neuronal y ejerce un
efecto hiperpolarizante regulando la actividad y funcion de la bomba de
sodio. Por todo ello, la melatonina ejerce un efecto depresor de la actividad
eléctrica cerebral, lo que le confiere, entre otras, propiedades

anticonvulsivantes, sedantes e hipnéticas (Acuia-Castroviejo y cols, 1992).
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3.1. Metabolismo de la melatonina. Biosintesis y degradacion.

La glandula pineal fue el primer lugar en el que se identifico la sintesis de
melatonina. Dicha sintesis se realiza a partir de triptofano, que entra en el
pinealocito por transporte activo en contra de gradiente de concentracion
(Sugden, 1979). El triptéfano es hidroxilado y descarboxilado en dos
reacciones sucesivas para dar lugar a serotonina. La serotonina capta un grupo
acetilo de la N-acetiltransferasa o NAT (enzima limitante del proceso de
sintesis de la melatonina) y finalmente, la hidroxiindol-O-metiltransferasa o
HIOMT, origina la molécula de melatonina (Weissbach y cols, 1960; Axelrod,
1961; Axelrod and Weissvach, 1974) (Figura 17).
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Figura 17. Sintesis de melatonina a partir de triptofano en la glandula pineal.
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La melatonina pineal pasa al liquido cefalorraquideo y a la sangre, donde
sigue un ritmo circadiano con una acrofase hacia las 2-4 horas de la
madrugada en la especie humana. En plasma, los niveles de melatonina
alcanzan por la noche un maximo de 0.5-1.0 nM, mientras que los niveles
diurnos son de 0.025-0.050 nM.

Recientemente, se ha demostrado la expresion de los genes que codifican
los enzimas clave de la sintesis de melatonina (NAT e HIOMT) en
practicamente todos los tejidos del organismo (Stefulj y cols, 2001), lo que
sugiere que cada tejido puede producir la melatonina que necesita en cada
momento, sin depender de la melatonina circulante. De hecho, en mamiferos
la melatonina se sintetiza en una gran variedad de tejidos (retina, glandula
harderiana, mucosa intestinal, cerebelo, epitelio respiratorio, higado, rifon,
timo, tiroides, pancreas, ovarios, cuerpo carotideo, placenta y endometrio) y
en células no endocrinas como células NK (natural killer), eosindfilas,
plaquetas y endoteliales (Kavetnoy, 2002). Esta melatonina extrapineal se
produce en cantidades mucho mayores que la pineal, alcanzando
concentraciones del orden micromolar (Reiter y Tan, 2003a; Reiter y cols,
2003b).

La vida media de la melatonina en suero oscila entre 20-40 minutos
(Itnerova y cols, 1978; Vakkuri y cols, 1985). En el higado, la melatonina sufre
hidroxilacion a 6-hidroximelatonina, la cual después se conjuga con el ion
sulfato y con el acido glucurénico. De modo que los principales metabolitos de
la melatonina en orina y heces son el sulfato y el glucuronato de 6-

hidroximelatonina (Kopin y cols, 1961).

Fundamentalmente en la retina, aunque también en el higado, la
melatonina puede sufrir descetilacion y desaminacion hasta convertirse en
acido 5-metoxiindolacético y 5-metoxitriptofol (Cahik y Besharse, 1989). Otra

importante via de degradacion de la melatonina tiene lugar en el cerebro,
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plexo coroideo y pineal. En este caso, la melatonina se transforma primero en
N'-acetil-N?-formil-5-metoxikinurenamina (aFoMK) y después en N-acetil-5-
metoxikinurenamina (aMK), siendo esta una de las vias mas importantes de
metabolizacion de la melatonina en cerebro de mamiferos (Hirata y cols,
1974; Fujiwara y cols, 1978) (figura 18). El aMK también se excreta por la
orina y su origen puede no ser exclusivamente cerebral. De hecho, la
melatonina puede transformarse de forma no enzimatica en aMK (figura 19),
cuando depura en primer lugar un radical hidroxilo (OH-) y en segundo lugar

un radical superoxido (O, ) (Hirata y cols, 1974; Fujiwara y cols, 1978).

CH,O NHCOCH, Ghe RHEOCHS
1S w i owl

i i
melatonina Melatonina

180}

CH;O NHCOCH,
o || 0
NH—COH

N-Acetil-h2 -formil-5ametoxikinurenamina
{aFoMI)

"0 tormamidasa O,
HCOOH (Fasa) CHLO NHCOCH;
3

o O . JOHO
O #«
N, N'-aceti-N2-fonmik5-metoxikinurenamina
N-Acetil-5-metoxikinureramina
(@MK) {(aFoMK)

indolamina 2,3-dioxigenasa
o,

I% D—
2

Catién radical Indolilo

Figura 18. Ruta enzimatica de degradacion Figura 19. Ruta oxidativa de

Degradacion de la melatonina degradacion de la melatonina

58



3.2. Melatonina como antioxidante.

La melatonina tiene la capacidad de eliminar y depurar radicales libres
(mediante un mecanismo independiente de receptor), asi como de aumentar
la expresion y la actividad de algunos de los enzimas antioxidantes de la
célula (Reiter, 1998; Antolin y cols, 1996; Pablos y cols, 1998; Reiter y cols,
2000; Kilanczyk y Bryszewska, 2003; Rodriguez y cols, 2004).

Las propiedades antioxidantes de la melatonina se describieron inicialmente
por lanas y colaboradores en 1991 (lanas y cols, 1991). La melatonina actla
como depurador de radicales libres, sobre todo del peligroso radical OH- (Tan
y cols, 1993; Khaldy y cols, 2000; Reiter y Tan, 2002), de ROO- (Pieri y cols,
1994) y oxigeno singlete (Cagnoli y cols, 1995). La melatonina endogena 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 dafinos,
como en la mitocondria, en el nucleo (protegiendo al DNA) y en las
membranas (actuando directamente sobre los lipidos de membrana y
salvaguardando la fluidez de la misma) (Benot y cols, 1998). La melatonina
depura también radicales de nitrégeno, principalmente NO y ONOO' (Reiter y
cols, 2003a). El efecto de la melatonina es doble: por un lado, actia como
depurador de radicales libres eliminandolos directamente por cesion
electrénica; por otro lado, también se ha demostrado estimula la expresion y
la actividad de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa, glutation
reductasa, catalasa y posiblemente superoxido dismutasa, e inhibe la
expresion y actividad de enzimas prooxidantes como la NOS (Antolin y cols,
1996; Acuna-Castroviejo y cols, 2002; Escames y cols, 2003; Acuha-Castroviejo
y cols, 2005).
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El mecanismo por el cual la melatonina neutraliza al radical OH- consiste
en que la indolamina cede un electron al radical, transformandose en el
denominado cation radical indolilo (Hardeland y cols, 1993; Poeggeler y cols,
1994). Este interacciona entonces con un anion radical O;-~, precursor del
OH-, para generar aFoMK, que se elimina por la orina (figura 20). En este

caso, la melatonina elimina en realidad dos radicales libres a la vez.

Se han encontrado otras vias de metabolizacion de la melatonina al depurar
dos radicales OH- (figura 20): la melatonina se transforma en 3-
hidroximelatonina ciclica (3-OHaMT), que se elimina por la orina y constituye
un indice muy fiable para la medicion del estrés oxidativo en el organismo
(Tan y cols, 1998). Se ha demostrado que la melatonina depura también el
H,0,, dando lugar a aFoMK, que se transforma en aMK por accion de una
formamidasa (Tan y cols, 2000; 2003). Puesto que aFoMK también puede
actuar como depurador de radicales libres, el efecto de la melatonina da

lugar a una cascada de reacciones protectoras (Loépez-Burillo y cols, 2003).
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Figura 20. Rutas de reaccion de la melatonina propuestas para la
degradacion de radicales HO- (arriba) y de H,0, (abajo).

La melatonina ejerce también un efecto antioxidante indirecto debido
a su capacidad para regular la produccion de NO a través de su interaccion
con enzimas que lo sintetizan (Ledén y cols, 2004). La melatonina inhibe la
actividad de la NOS neuronal (nNOS) en cerebelo (Pozo y cols, 1994),
hipotalamo (Bettahi y cols, 1998) y estriado (Ledn y cols, 1998), mediante su
union al complejo calcio-calmodulina (Ledn y cols, 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
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metabolitos (Leon y cols, 1998, 2000). Otros estudios revelan que la
melatonina inhibe la expresion y actividad de la NOS inducible (iNOS) y la

mitocondrial (mtNOS) (Crespo y cols, 1999; Escames y cols, 2003).

El mecanismo de accion de la melatonina como depurador de radicales
libres no requiere la presencia de ningln 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 gendémicos que podrian
estar ligados a su receptor nuclear (Acuna-Castroviejo y cols, 1994; Antolin y
cols, 1996; Leon y cols, 2004).

3.3. Melatonina y mitocondria.

La disfuncion mitocondrial, con una caida en la produccion de ATP, puede
estar asociada con un aumento de la produccion de ROS. De hecho, la
mitocondria esta continuamente expuesta al dafo oxidativo, por ser la mayor

productora de ROS durante el proceso de transporte electronico.

La melatonina, ademas de poder atravesar facilmente la membrana
mitocondrial, se acumula a elevadas concentraciones en dicha organela
(Martin y cols, 2000a; Acuna-Castroviejo y cols, 2002; Acuna-Castroviejo y
cols, 2003; Leon y cols, 2004), estabiliza su membrana interna (Garcia y cols,
1999) y puede mejorar la actividad de la CTE (Acuna-Castroviejo y cols, 2001,
2005).

Existen estudios que avalan la influencia de la melatonina en el
mantenimiento de la homeostasis mitocondrial; en condiciones normales, la
melatonina es capaz de aumentar de forma dosis-dependiente la actividad de

los complejos | y IV de la CTE (Martin y cols, 2000b) y de prevenir la reduccion
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de la misma tras el dano ocasionado por algin agente inductor de estrés
oxidativo (Martin y cols, 2000b, 2002). Su capacidad para regular la actividad
de estos complejos puede no deberse solo al poder antioxidante de la
melatonina, ya que teniendo en cuenta su potencial de &xido-reduccion
(0.74V) (Tan y cols, 2000), la melatonina podria interactuar con los complejos
de la CTE donando y aceptando electrones, incrementando asi el flujo

electroénico, cosa que no sucede con otros antioxidantes (Martin y cols, 2002).

Puesto que la mitocondria es la principal fuente de radicales libres de la
célula (Turrens, 2003), también debe disponer de mecanismos antioxidantes
propios que le permitan mantener su equilibrio redox; el principal es el
llevado a cabo por el ciclo del glutation (GSH) el cual destoxifica perdxidos
con ayuda de NADP(H) y a través de la glutation peroxidasa, transformandose
en glutation oxidado (GSSG), que vuelve a reducirse por accion de la glutation
reductasa. Este ciclo ha de funcionar permanentemente con fin de asegurar
una reserva de GSH en la mitocondria. La melatonina no sélo ayuda a
mantener este almacén, detoxificando por si misma radicales libres, sino que
se ha demostrado que estimula la actividad de los enzimas participantes en el
ciclo del glutation, aumentando su reserva y disminuyendo los niveles de GSSG
(Martin y cols, 2000a). Estos resultados concuerdan con otros que muestran
que la melatonina mantiene la homeostasis del GSH en cerebro (Floreani y
cols, 1997) y en la mucosa gastrica (Othman y cols, 2001), donde también
podria estar implicada en el restablecimiento de las actividades de la Mn y
CuZn superdxido dismutasa en ratas tratadas con indometacina (Leon y cols,
2004).

Como consecuencia de su accion sobre la CTE, la melatonina es capaz de
aumentar la produccion ATP (Martin y cols, 2002) y acelerar el metabolismo
en mitocondrias aisladas de oocitos de rana (de Atenor y cols, 1994); este
efecto puede deberse a que la melatonina inhibe el estado 3 de la respiracion
mientras que el estado 4 no se ve afectado. La habilidad de la melatonina

para reducir el consumo de oxigeno en mitocondrias de higado puede proteger
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a la organela del dano de un excesivo estrés oxidativo (Reyes-Toso y cols,
2003).

Recientemente se ha intentado comprobar si la melatonina puede proteger
al mtDNA de su oxidacion por los radicales libres que fisiologicamente se
“escapan” de CTE; asi se ha mostrado, in vivo e in vitro, que la exposicion a
cianuro y a acido kainico inducen peroxidacion lipidica y dafo en el mtDNA.
Este efecto desaparece cuando las mitocondrias son tratadas con melatonina
(Yamamoto y Mohanan, 2002,2003).

La presencia de ROS y RNS se relaciona con el inicio de una serie de danos
oxidativos irreversibles para la mitocondria que resultan en una inhibicion de
la sintesis de proteinas, peroxidacion de la membrana lipidica y mutaciones y
deleciones en el mtDNA (Halliwell y Gutteridge, 1989). Una disfuncion asi en
la mitocondria conduce una despolarizacion en su membrana, un descenso en
la produccion de ATP y 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 y cols, 2000; Zamzami y Kroemer,
2001; Kim y Lemasters, 2003). La melatonina, al reducir la peroxidacion
lipidica de las membranas y proteger del dafo oxidativo al mtDNA y nuclear,
desempena un papel antiapoptotico en la muerte celular mediada por la
mitocondria (Leon y cols, 2004). De hecho, el efecto antiapoptotico de la
melatonina se ha descrito en muchos sistemas y en diferentes situaciones
(Sainz y cols, 2003).
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Desciende el dafio oxidativo en:
membrana mitocondrial
antioxidante —> DNAmit

/ complejos de la CTE

MELATONINA | —» | donor de electrones | —%| Aumento de la actividad de la CTE

\ b

interaccion con DNAmit Aumento en la sintesis de ATP

Figura 21. Diferentes efectos de la melatonina en la mitocondria.

3.4. Melatonina y Enfermedad de Parkinson.

La produccion endégena de melatonina disminuye con la edad en todas las
especies donde se ha estudiado (Poeggeler, 1993; Reiter, 1995). En el caso de
los humanos, los niveles nocturnos de melatonina en adultos de edades
comprendidas entre los 70 y 80 anos, son casi nulos (Sack y cols, 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
relacion funcional especifica con la aparicion de procesos degenerativos, en

particular aquellos que afectan a la funcion cerebral (Reiter y cols, 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
I, danos 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
desempena un papel protector (Acuna-Castroviejo y cols, 1997; Mayo y cols
1998, 1999; Khaldy y cols, 2000, 2003; Absi y cols, 2000; Ortiz y cols, 2001;
Antolin y cols, 2002).
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La melatonina aumenta el nUumero 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 y cols, 1997). Sin embargo, la indolamina no recupera la actividad
de dicho enzima una vez que se ha perdido (Khaldy y cols, 2003). La
melatonina, aunque no el deprenil, previene la inhibicion del complejo | en
dichos ratones (Khaldy y cols, 2003) y la autooxidacion de la dopamina, in
vitro (Khaldy y cols, 2000). También presenta un efecto sinérgico con el
deprenil para recuperar los niveles de dopamina perdidos tras la exposicion al
MPTP, asi como la actividad locomotora de los ratones tratados (Khaldy y cols,
2003). Estos resultados sugieren una disociacion entre la inhibicion del
complejo | y el descenso en los niveles de dopamina en este modelo de EP y
dan pie a la idea de la combinacion del efecto antioxidante de la melatonina
junto con el efecto especifico en la recaptacion de dopamina del deprenil,
como una buena estrategia para el tratamiento de la enfermedad (Khaldy y
cols, 2003). Ademas, la melatonina es responsable del mantenimiento del
ritmo circadiano de la DA, lo que indica su participacion en la funcién normal

de la via nigroestriatal (Khaldy y cols, 2002).

En experimentos con mitocondrias aisladas de higado y con sinaptosomas
de estriado tratados con MPP+ (metabolito activo del MPTP), la melatonina
consiguio recuperar la actividad del complejo | (Absi y cols, 2000). Ademas, la
melatonina inhibié la fragmentacion de ADN y la apoptosis asociada en
cerebro de raton con un tratamiento agudo (Ortiz cols, 2001) o cronico (Ortiz
y cols, 2001; Antolin y cols, 2002) de MPTP.

En modelos de EP in vitro, con células PC12 tratadas con el toxico 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), la melatonina inhibe la apoptosis y los cambios
estructurales inducidos por el toxico (Mayo y cols, 1998). La administracion de
melatonina corrige el hemi-parkinsonismo inducido en ratas a las que se les ha
inyectado 6-OHDA en la sustancia negra, mejorando también los trastornos

motores asociados (Dabbeni-Sala y cols, 2001).
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El NO esta implicado en la toxicidad de anfetaminas y meta-anfetaminas,
dos drogas que inducen parkinsonismo originando la formacion de radicales
libres, dano en la mitocondria y descenso en la sintesis de ATP (Virmani cols,
2002, 2003). La melatonina restablece los parametros mitocondriales y reduce

la produccion de ONOO’, tanto en células PC12 como en estriado de ratdn

adulto.
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Una vez revisadas las causas mas probables por las que se desencadena la
muerte de las neuronas dopaminérgicas en la EP y, dados los antecedentes
beneficiosos de la melatonina frente al estrés oxidativo y los procesos
neurodegenerativos, cabe esperar un papel neuroprotector de la indolamina

en el desarrollo y progresion de la enfermedad.

El principal objetivo de este trabajo se centra en el estudio de la relacion
entre el dano oxidativo en la mitocondria y la muerte celular por apoptosis en

la EP. Para ello estudiaremos en detalle:

1. Efecto de la rotenona como neurotoxico inductor de estrés oxidativo,
dano mitocondrial y apoptosis en la linea celular dopaminérgica PC12,

como modelo experimental de enfermedad de Parkinson.

2. Relacion entre el dano mitocondrial y la apertura del poro PTM como

etapa desencadenante de la apoptosis.

3. Efecto protector de la melatonina frente al dano mitocondrial

ocasionado por la rotenona.
4. Efecto de la melatonina para inhibir la apertura del poro de transicion

mitocondrial y, consecuentemente la muerte celular por apoptosis y su

estudio comparativo con la ciclosporina A.
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MATERIAL Y METODOS
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1. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LA LINEA CELULAR PC12.

Todos los experimentos se realizan con células de la linea PC12 obtenidas
del banco celular del Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad

de Granada (Espana).

Los cultivos se mantenienen en medio RPMI-1640 complementado con un
10% de suero de caballo, 5% de suero bovino fetal (ambos sueros inactivados
por choque térmico), 2 mM de L-glutamina, 100 pg/ml de penicilina, 100
pg/ml de estreptomicina y 25 pyg/ml de anfotericina (Green y Tischler, 1976).
El cultivo se manteniene bajo condiciones de temperatura de 37° C, 5% CO, y
90% de humedad relativa. Para asegurar el cultivo, se realizan pases
(aproximadamente cada 5 dias) centrifugando las células (200 g durante 10
minutos a temperatura ambiente), desechando el sobrenadante,
resuspendiendo las células en medio fresco y depositandolas en nuevos frascos
de cultivo. En cada pase, el factor de dilucion empleado es entre 1:2 y 1:4,

manteniendo el cultivo en una densidad aproximada de 5x10° células/ml.
Diferenciacion de células PC12

Para realizar los experimentos se emplean células PC12 diferenciadas, con
morfologia neuronal. Para ello, se toman células del cultivo en suspension, se
cuentan en una camara de Neubauer (por exclusion, con azul tripan) y se
depositan en placas o frascos de cultivo previamente colagenizados (0.1
mg/ml) en una densidad de 2x10° células/cm?. Para su diferenciacion, las
células se cultivan en medio RPMI-1640, complementado con un 1% de suero
de caballo, 2 mM de L-glutamina, 100 pg/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, 25 pg/ml de anfotericina y 50 ng/ml de factor de crecimiento
nervioso (NGF-7S). El medio de cultivo se reemplaza cada dos dias por medio
fresco con esta composicion hasta la total diferenciacion de las células (entre
12-14 dias).
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Preparacion de las placas y frascos de cultivo con colageno

Para colagenizar las placas y frascos de cultivo de emplea colageno de cola
de rata comercial (SIGMA). El colageno se prepara disolviéndolo por agitacion
en acido acético 0.1 M previamente esterilizado por filtracion (0.22 pm). Una
vez disuelto, se diluye hasta una concentracion de 0.1 mg/ml y se conserva a

4° C hasta su utilizacion.

Procedimiento:

- Cubrir las placas y los frascos de cultivo con la disolucion de
colageno 0.1 mg/ml a una concentracion de 5 pg de colageno por
cm? de superficie de placa.

- Mantener los frascos durante varias horas en una campana de flujo
laminar para que se adhiera el colageno.

- Eliminar la solucion sobrante y lavar la superficie colagenizada con
disolucion amortiguadora salina estéril (PBS, pH 7.4).

- Esterilizar los frascos colagenizados mediante exposicion a la luz UV

durante al menos 3 horas en la campana de flujo laminar.

76



2. DISENO EXPERIMENTAL.

En todos los experimentos, salvo que se indique lo contrario, se establecen

los siguientes grupos experimentales:

Grupo control

Grupo vehiculo, en el que se anade al cultivo el volumen
correspondiente de vehiculo en el que se disuelven las drogas (este
grupo pasa a formar parte del control, tras comprobar que el vehiculo
no ejerce ningun efecto sobre el cultivo en los parametros medidos)
Grupos tratados con melatonina (10 nM y 100 nM)

Grupo tratado con ciclosporina A (3 M)

Grupo tratado con rotenona (25 nM-10 pM)

Grupos tratados con melatonina (10 nM y 100 nM) e incubados en
presencia de rotenona (500 nM)

Grupo tratado con ciclosporina A (3 pM) e incubado en presencia de
rotenona (500 nM).

El procedimiento de tratamientos en los distintos grupos sigue el siguiente

esquema:
TRATAMIENTO
PRETRATAMIENTO Rotenona (25 nM-10 pM)
Melatonina 10 nM Melatonina 10 nM EXPERIMENTO
Melatonina 100 nM Melatonina 100 nM —_
Ciclosporina A 3uM Ciclosporina A 3uM
[
—> _—
DIFERENCIACION INCUBACION
3h 37°C /5% CO, / 90% humedad
Oh 24h
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Segln el caso correspondiente, se realiza un pretratamiento de 3 h de 10
nM de melatonina, 100 nM de melatonina o 3 pM de ciclosporina A. Pasado
este tiempo se anadie la rotenona a una concentracion de 500 nM. Tras 24 h
de incubacion en las condiciones descritas, se prepara el cultivo para cada

experimento concreto.

3. ENSAYO DE LA VIABILIDAD CELULAR.

Para determinar la viabilidad del cultivo a distintas concentraciones de

rotenona, se emplea el método de la sulforrodamina-B.

La sulforrodamina-B es un fluoréforo soluble en agua que se une a los
aminoacidos basicos de las proteinas celulares formando una aducto que
emite fluorescencia al ser excitado a una determinada longitud de onda; asi,
las medidas fluorimétricas del colorante unido a las proteinas, muestra una
estimacion sobre la masa total de proteinas, que se relaciona con el niUmero

de células presentes.

Preparacion de muestras

Sembrar 2x10° células/cm? en una placa de 96 pocillos. Difernciar y tratar
con diferentes dosis de rotenona: 0, 25, 100, 250, 500, 1000 y 10000 nM
durante 24 h.

Para realizar el ensayo de viabilidad se procede de la siguiente manera:
- Eliminar con cuidado el medio de cultivo, sin alterar la monocapa, y
lavar cada pocillo dos veces con disolucion salina (PBS) estéril.

- Anadir etanol absoluto a cada pocillo y mantener durante 30 minutos a

temperatura ambiente para fijar las células.
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- Una vez fijadas, cubrir las células con sulforrodamina-B a 0.4% en
etanol absoluto e incubar durante 15 minutos.

- Lavar las células con acido acético al 1% 10 veces y dos mas con Tris
base 10 nM (pH 10.4) para disolver la sulforrodamina-B.

- Determinar la fluorescencia de las células usando una longitud de onda
de excitacion de 530 nm y 590 nm de emision en un fluorimetro con
lector de microplacas (FLx800 Bio-Tek Instruments, IZASA, Sevilla).

Estos experimentos de viabilidad se realizaron en cada uno de los grupos

experimentales antes mencionados.

4. VALORACION DEL MODELO EXPERIMENTAL.

Para estudiar la validez de nuestro modelo experimental de EP propuesto,
nos disponemos a realizar distintas determinaciones; por un lado comprobar la
capacidad de almacenaje y liberacion de catecolaminas del cultivo,
determinando la concentracion de dopamina y su metabolitos tanto en el
interior de las células como en el medio extracelular, y por otro lado,
comprobando la eficacia de la rotenona en su papel como inhibidor del

complejo | de la CTE de la mitocondria.
4.1. Determinacion de catecolaminas.

El contenido en catecolaminas, principalmente dopamina (DA) y sus
metabolitos, de las células PC12, asi como la cantidad que éstas liberan al
medio extracelular, se realiza mediante cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) con deteccion electroquimica (ED).

Preparacion de muestras

Las muestras se preparan segun el método descrito por Lamensdorf y cols

(2000) con diversas modificaciones:
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a)

b)

Sembrar y diferenciar las células en placas de 6 pocillos.

Sustituir el medio de cultivo RPMI-1640 por medio HBS estéril (NaCl
115 mM, KCl 5.4 mM, CaCl; 1.8 mM, Mg5047H,0 0.8 mM, sacarosa 5.5
mM, NaH,PO4H,0 1 mM, HEPES 15 mM, pH 7.4).

Incubar durante 15 minutos.

Pasado este tiempo, reemplazar el medio por HBS fresco en el que se
encuentre disuelta la droga a utilizar segun el grupo experimental en
estudio e incubar en la estufa durante 24 h.

Trascurrido la incubacion, eliminar el medio extracelular con cuidado

y proceder a extraer las catecolaminas intra y extracelulares:

catecolaminas extracelulares; centrifugar el medio extracelular a 200
g durante 10 minutos a temperatura ambiente para eliminar los restos
de células que puedan haberse desprendido. Anadir en un eppendorf
150 pl de medio extracelular y otros 150 pl de disolucion conservante
(HClO4 01 M, etanol 1% y EDTA-Na; 0.02%) (para evitar la oxidacion de
las catecolaminas) en la que estan disueltos los estandares internos
(DHBA y DE). Proteger las muestras de la luz y conservarlas a -80° C

hasta el momento de su analisis.

catecolaminas intracelulares; despegar las células del pocillo con PSB-
EDTA (0.2%) incubando durante unos minutos a 37° C, 5% CO; y 90%
humedad. Una vez despegadas, centrifugar a 200 g durante 10 minutos
y a temperatura ambiente, desechando el sobrenadante. Homogeneizar
las células en disolucion de lisis (HClO4 0.2 N, EDTA-Nas 1 mM y S;0sNa;
0.4 mM) en la que estan disueltos los estandares internos (DHBA y DE),
y se centrifugar a 200 g durante 5 minutos a 4° C. Guardar los
sobrenadantes protegidos de la luz a -80° C hasta su analisis. Reservar

el precipitado para la determinacion de las proteinas celulares.
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Cuantificacion de catecolaminas

Las concentraciones de las monoaminas y sus metabolitos en el medio
extracelular y en las propias células se determinan por HPLC-ED. La
separacion se realiza en una columna analitica de fase inversa C-18 (Waters)
conectada en serie a un sistema de HPLC (Gilson). Las muestras se analizan
mediante un detector electroquimico (ESA Coulochem Ill), aplicando un
potencial de -50 mV a la célula acondicionadora (Eo) y -50 mV y +400 mV el los
electrodos de la célula analitica, empleando un electrodo de trabajo de
carbono frente al electrodo de referencia (H,/2H"). Los cromatrogramas se

analizan con el programa informatico UNIPOINT LC SYSTEM.

La composicion de la fase mdvil empleada es: acetato sodico 50 mM, acido
citrico 50 mM, octil-sulfato sédico 0.4 mM, n-dibutilamina 1.1 mM, EDTA-Na;
0.15 mM y un 5% (v/v) de metanol/agua. La fase movil se filtra (0.45 pm de
tamano de poro) y se desgasifica burbujeando helio antes de introducirse en
el sistema de HPLC. La separacion de catecolaminas se lleva a cabo de modo
isocratico con un flujo de 1 ml/min y a temperatura ambiente. Las
concentraciones de acido dihidroxifenil acético (DOPAC), dopamina (DA),
acido 5-hidroxi-indolacético (5HIAA), acido homovalinico (HVA), 3-
metoxitriptamina (3MT) y 5-hidroxitriptamina (5HT) en las muestras se
calculan usando 3,4-dihidroxibenzilamina (DHBA) y deoxiepinefrina (DE) como
estandares internos y la curva de calibracién obtenida de los correspondientes
estandares inyectados en el sistema de HPLC, la cual presenta un coeficiente
de correlacion entre 0 y 150 ng/ml de 0.998 + 0.001. Cada monoamina o
metabolito analizado se identifica facilmente comparando sus tiempos de
retencion y caracteristicas electroquimicas con sus correspondientes

estandares.
En la figura 1 se representa el cromagrograma digitalizado (UNIPOINT LC

SYSTEM) donde cada pico corresponde a los diferentes estandares de la

muestra patron.
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Figura 1. Cromatrograma obtenido de la inyeccion de una muestra estandar, en el

que se representa a qué analito corresponde cada pico. DHBA y DE se usan como
estandares internos.

4.2 Medida de la actividad especifica del complejo | de la CTE.

La determinacion de la actividad del complejo | de la CTE nos indica la
validez de la rotenona como toxico inductor de parkinsonismo en nuestro
modelo experimental. Para medir la actividad de este complejo, se usa la
fraccion cruda de mitocondrias de las células PC12 diferenciadas.

Preparacién de la muestra. Obtencion de la fraccién mitocondrial.

La fraccion mitocondrial se obtiene por centrifugacion diferencial en

gradiente de sacarosa (Gottieb y cols, 2002). Todo el proceso se realiza a 4°C:
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- Lavar las células dos veces con PBS y resuspenderlas en tampéon 100
mM de sacarosa (MOPS 20 mM, EGTA 1 mM, BSA 1% y sacarosa 100 mM,
pH 7.4) a una concentracién de 2x10® células/ml. Homogenizar
manualmente en un homogenizador de tefléon hasta comprobar
mediante tincidn con azul tripan que mas del 90% de las células estan
rotas. En nuestro caso, con 3 pasadas a 500 rpm es suficiente.

- Elevar la concentracion de sacarosa en el medio hasta 250 mM y
centrifugar el homogenado a 2500 g durante 5 minutos, para precipitar
los nlcleos y restos celulares. Reservar el sobrenadante (S1).

- Resuspender el precipitado en tampon sacarosa 250 mM (MOPS 20 mM,
EGTA 1 mM, BSA 1% y sacarosa 250 mM, pH 7.4) y centrifugar a 2500 g
durante 5 minutos. Recoger el sobrenadante (S;) y unirlo a S;.

- Centrifugar S; + S¢ a 10000 g durante 5 minutos. El precipitado

constituye la fraccién cruda de mitocondrias.

Protocolo experimental.

Para poder medir la actividad especifica del complejo | se emplean
particulas submitocondriales. Para ello se sigue un método sencillo y eficaz
que consiste en un proceso reiterado de congelacidon-descongelacion de los
precipitados mitocondriales obtenidos anteriormente, resuspendidos
adecuadamente en un medio ligeramente hipotonico (TRIS-HCL 10 mM, KCl 140
mM, pH 7.4 a 4° C), para asegurar el hinchamiento mitocondrial y posterior
ruptura de la membrana externa mitocondrial, sin alterarla composicion y
actividad catalitica de las proteinas de la membrana interna (Parsons y cols,
1965).

La actividad del <complejo | se determina  monitorizando
espectrofotométricamente la oxidacion del NADH a 340 nm en presencia de
decilubiquinona (DB), un analogo hidrosoluble de la ubiquinona, siguiendo el

método de Zheng (1990), con algunas modificaciones (Escames y cols, 2003):

83



- Preincubar la fraccion submitocondrial (0.4-0.6 mg proteina/ml) en un
agitador rotatorio a 25° C durante 3 minutos en medio de reaccion
(sacarosa 0.25 M, KH;PO4 50 mM y KCN 1 mM, pH 7.4) y en presencia
de antimicina A (10 pg/ml) y decilubiquinona (50 pM).

- Anadir NADH (100 pM) para iniciar la reaccion y determinar
inmediatamente la caida de absorbancia a 340 nm durante 1.5 minutos

en un espectrofotometro UV- visible (Shimadzu UV-1603).

La actividad del complejo | se expresa como nmoles de NADH oxidados por
minuto y por miligramo de proteina, calculados usando el coeficiente de

extincion molar del NADH (5.5 mM™" cm™).

5. ESTUDIO DE LA FUNCION MITOCONDRIAL.

La inhibicion del complejo | lleva consigo una disfuncion generalizada de la
mitocondria, ya que puede disminuir la eficiencia del transporte electréonico
que culmina en la reduccion del oxigeno molecular a agua, asi como disminuir

la sintesis de ATP por medio de la fosforilacion oxidativa.

5.1. Determinaciéon de la bioenergética mitocondrial. Medida de las
concentraciones de AMP, ADP y ATP.

Los nucledtidos mono, di y tri fosfatados de adenina se determinan
mediante cromatografia liquida de alta presion con deteccion ultravioleta
(HPLC-UV). Para ello es necesario obtener la fraccion pura de mitocondrias y
de citosol de las células PC12.

Extraccion y purificacion de mitocondrias y citosol.

Se obtienen las fracciones crudas de mitocondrias y citosol mediante

centrifugacion diferencial en gradiente de sacarosa, que se purifican por
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centrifugacion diferencial a alta velocidad (citosol) y por gradiente de percoll
(mitocondrias) siguiendo la técnica descrita por Gottieb y Granville (Gottieb y
Granville, 2002). Al igual que en el caso anterior, todo el proceso se realiza a
4°C.

La sacarosa aporta un medio no ionico, que permite la obtencion de
mitocondrias purificadas, facilitando su separacion de otros elementos del
citoesqueleto. La ultracentrifugacion en gradiente de percoll permite la
separacion de la fraccion mitocondrial en funcion de la densidad de la misma.
En el tampdén de homogenizaciéon se emplea EGTA como quelante de Ca*' y
con poca afinidad por el Mg?* que nos interesa que esté presente en el medio,
ya que es necesario para la sintesis de ATP. La albumina elimina los acidos
grasos endogenos como acetil CoA, ésteres o lipofosfolipidos que interfieren

el la medida final.
Procedimiento:

- Lavar las células dos veces con PBS y resuspenderlas en tampon de
sacarosa 100 nM (MOPS 20 mM, EGTA 1 mM, BSA 1% y sacarosa 100 mM,
pH 7.4) a una concentracion de 2x10® células/ml. Centrifugar a 600 g
durante 5 minutos, desechar el sobrenadante.

- Homogenizar las células en tampon de sacarosa 100 nM en presencia
de inhibidores de proteasas (leupeptina, aprotinina y pepstatina 10 uM
y PMSF 1 mM), con 5 pases en un homogenizador de teflon a 500 rpm.

- Aumentar la concentracion de sacarosa del medio a 250 mM y
centrifugar el homogenado a 2500 g durante 5 minutos, para precipitar
nucleos y restos celulares. Reservar el sobrenadante (S1).

- Resuspender el precipitado en tampon sacarosa 250 mM (MOPS 20 mM,
EGTA 1 mM, BSA 1% y sacarosa 250 mM, pH 7.4) y centrifugar a 2500 g

durante 5 minutos. Recoger el sobrenadante (S;) y unirlo a Ss.
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- Centrifugar S; + S¢ a 10000 g durante 5 minutos. El precipitado
constituye la fraccion cruda de mitocondrias (M) y el sobrenadante la
fraccion cruda de citosol (C).

- Ultracentrifugar C a 50000 rpm durante 30 minutos. El sobrenadante
obtenido constituira el citosol puro (guardar una alicuota para
posterior determinacion de proteinas).

- Resuspender M en un tampon sacarosa 300 mM (MOPS 20 mM, EGTA 1
mM, BSA 1% y sacarosa 300 mM, Ph 7.4) al 13% de percoll, en el que se
encuentren disueltos inhibidores de proteasas.

- Preparar el gradiente de percoll anadiendo lentamente en un tubo 1ml
de percoll al 40%, sobre él 1ml de percoll al 19% y, finalmente, 1ml de
la disolucion de percoll al 13% que contenga la fraccion cruda de
mitocondrias.

- Ultracentrifugar a 32000 g durante 10 minutos.

- Recoger la banda de mitocondrias purificadas entre la fase de percoll
de 40% y la de 19%

- Resuspender en tampdn de sacarosa 300 mM y centrifugar a 16700 g
durante 10 minutos, para eliminar restos de percoll. El precipitado se

reserva para la determinacion de AMP, ADP y ATP.

Preparacion de la muestra

Para la determinacion de nucleotidos de adenina, las muestras se
homogenizan en acido perclorico siguiendo el método descrito por Manfredi y
cols (Manfredi y cols, 2002). Una vez obtenidos el citosol y las mitocondrias
puras, resuspender en HClO4 0.5 M y homogeneizar por agitacion durante 1-2
minutos. Centrifugar a 25000 g durante 15 minutos a 2° C y afnadir al
sobrenadante K,CO; 5 M, para neutralizar el HClO4 (este Ultimo precipita las
proteinas mitocondriales, por lo que se reserva el precipitado para su
posterior determinacion de proteinas), dejar reposar sobre hielo durante 5
minutos y centrifugar a 1200 g durante otros 10 minutos a 2° C. Separar el

sobrenadante y mantenerlo a -80° C hasta su analisis.
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Cuantificaciéon de nucleétidos de adenina

Las concentraciones de AMP, ADP y ATP citosolicas y mitocodriales se
determinan por HPLC-UV (Pissared, 1999). La separacion se realiza en una
columna analitica ProPac PA1 de 4x250 mm (Dionex) conectada en serie con
un sistema Shimadzu de HPLC que consta de un desgasificador DGU-14, una
bomba LC- 10 y un detector UV que determina la absorbancia de la muestra
a 254 nm de longitud de onda. La fase movil esta formada por agua
desionizada (A) y carbonato aménico pH 8.9 (B) (ambas filtradas por 0.45 pm)
y se emplea un flujo (1ml/min) de gradiente binario con un 50% de Ay 50% de
B durante los primeros 5 minutos; un 100% entre 5-40 minutos y un 50% de Ay
50% de B durante los Ultimos 5 minutos. Los cromatogramas se analizan con el
programa informatico CLASS-VP CHROMATOGRAPHY DATA SYSTEM.

Los picos de AMP, ADP y ATP de las muestras se identifican facilmente
comparando sus tiempos de retencion con los que presentan los
correspondientes estandares analizados por el sistema, y su concentracion se
calcula por interpolacion en la recta de regresion elaborada con dichos
estandares de AMP, ADT y ATP, que presentan una linealidad entre 0 y 25
mg/l con un coeficiente de regresion de 0.99 + 0.01. Los estandares han de
prepararse en las mismas condiciones de preparacion de las muestras
(Manfredi y cols, 2002).

En la figura 2 se representa se representa el cromagrograma digitalizado

(CLASS-VP CHROMATOGRAPHY DATA SYSTEM) donde cada pico corresponde a

los diferentes estandares de la muestra patron.
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Figura 2. Cromatrograma obtenido de la inyeccion de una muestra estandar. Los
compuestos detectados se representan encima de cada pico.

El calculo de carga energética mitocondrial y/o citosoélica se realiza a partir
de las concentraciones mitocondriales y/o citosolicas, siguiendo la siguiente

formula (Ataullakhanov y Vitvitsky, 2002) :

Carga energética = ATP + (0.5 x ADP) / (AMP + ADP + ATP)
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5.2. Estimacion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial.

5.2.1 Medida del potencial de membrana mitocondrial.

El ioduro de 5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetil-
benzimidazolilcarbocianina (JC-1) (figura 3) es un compuesto lipofilico
catiodnico sensible a los cambios de potencial de la membrana mitocondrial.
En células sanas, marca la mitocondria emitiendo fluorescencia roja. La caga
negativa establecida por la membrana mitocondrial intacta permite al JC-1,
que posee una carga positiva deslocalizada, entra en la matriz mitocondrial
donde se acumula. Cuando alcanza una concentracion critica, se forman J-
agregados que emiten fluorescencia roja. En células apoptoticas, el potencial
de membrana de la mitocondria decae, con lo que el JC-1 no se puede
acumular dentro de la organela y permanece en el citosol en forma
monomeérica, emitiendo fluorescencia verde. De esta forma, es facil distinguir
las células apoptoticas, que solo emiten fluorescencia verde, de las sanas, que
emiten fluorescencia roja y verde. La forma agregada roja posee un maximo
de absorcion/emision a 585/590 nm, mientras que para la forma monomérica
verde es a 510/527 nm.

cl N o cl
,)—cu =CH —CH=(
Ci N+ N ¢l

Figura 3. Estructura quimica del ioduro de 5,5’,6,6’-tetracloro-
1,1’,3,3’-tetraetil-benzimidazolilcarbocianina (JC-1)
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Normalmente se suele utilizar como marcador del estado del potencial de
membrana mitocondrial el cociente entre la fluorescencia roja y verde
emitida por el JC-1, ya que esta relacion depende sélo del potencial de la
membrana y no de otros factores como el tamafno de la mitocondria, su forma
o su densidad, que si pueden influir en la sefal neta de fluorescencia, pero no

en la relacion entre ambas emisiones.

Preparacion de la muestra

Las muestras de células PC12 diferenciadas se preparan siguiendo las
indicaciones del fabricante expuestas en el kit de deteccion de potencial de
membrana mitocondrial BIOCARTA JC-1:

- Lavar las células dos veces con PBS.

- Despegar con PBS-EDTA (0.2%) y centrifugar a 400 g durante 5 minutos
a temperatura ambiente.

- Resuspender las células en PBS a una concentracion de 5x10°
células/ml. Centrifugar a 400 g durante 5 minutos a temperatura
ambiente y desechar el sobrenadante.

- Resuspender las células en 0.5 ml de tampon de incubacion con
reactivo JC-1 e incubar durante 15 minutos a 37° C, a un 5% de CO; y
90% de humedad (en el incubador).

- Centrifugar las muestras a 400 g durante 5 minutos a temperatura
ambiente y eliminar el sobrenadante.

- Lavar dos veces las muestras con 2 ml de tampon de incubacion y
centrifugar a 400 g durante 5 minutos.

- Finalmente resuspender las células en 300 pl de tampdn de incubacion

y leer por triplicado en un fluorimetro de placas.
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Determinacién fluorimétrica

La medida de la emisidn de fluorescencia roja y verde se lleva a cabo en un
fluorimetro con lector de microplaca FLx800-1 (Bio-Tek) previa agitacion de

la placa de 30 segundos en cada lectura, en las siguientes condiciones:

e Lectura 1: fluorescencia roja
Longitud de onda: excitacion 545/40 nm
emision 590/20 nm
Posicion de la 6ptica: abajo
Sensibilidad: 50

e Lectura 2: fluorescencia verde
Longitud de onda: excitacion 450/50 nm
emision 528/20 nm
Posicion de la 6ptica: abajo
Sensibilidad: 75

Los resultados se expresan como el cociente entre la fluorescencia roja y la
fluorescencia verde emitidas.
5.2.2. Cinética del poro de transicién mitocondrial.

La cinética del poro de transicion mitocondrial se determina mediante el
método descrito por Jones y cols (2002), mediante la medida de la
fluorescencia emitida por un acetoximetil éster de calceina (calceina AM).

La calceina AM es un compuesto lipofilico que difunde pasivamente a las

células y se acumula en los compartimentos citosolicos, incluyendo la

mitocondria. Un vez dentro de las células, las esterasas intracelulares actuan
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sobre los ésteres acetoximetilos permitiendo la liberacion calceina, agente
fluorescente de elevada polaridad, que no es capaz de atravesar las
membranas mitocondriales o citoplasmaticas en cantidades apreciables
durante periodos de tiempo relativamente cortos. Si anadimos cloruro de
cobalto en este momento, la fluorescencia que la calceina emite en el citosol
queda bloqueada, mientras que la fluorescencia emitida de la mitocondria se
mantiene (el cloruro de cobalto no es capaz de atravesar la membrana
mitocondrial). Como control, ademas de calceina y cloruro de cobalto, las
células también se tratan con un ionéforo, la ionomicina, que permite la
entrada de un exceso de Ca*" en las células que dispara la activacion del poro
mitocondrial y la consecuente pérdida de la fluorescencia emitida por la
calceina en la mitocondria. Asi, la diferencia entre la fluorescencia emitida
cuando las células son tratadas con calceina y cloruro de cobalto y la
fluorescencia emitida cuando se ahade ionomicina, nos dara una indicacion

sobre la actividad del poro de transicion en dichas células (figura 4).
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Figura 4. Fluorescencia emitida por la calceina en una muestra celular (A) en ausencia de
cloruro de cobalto e ionomicina y, por tanto correspondiente a la calceina presente tanto en
citosol como en mitocondria; (B) en presencia de cloruro de cobalto, la fluorescencia se debe
a la calceina contenida en las mitocondrias y (C) la fluorescencia emitida por la calceina
practicamente cesa en presencia de cloruro de cobalto e ionomicina.
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Preparacion de la muestra

Las muestras de PC12 se preparan siguiendo las indicaciones del fabricante
expuestas en el kit de analisis MitoProbe™ Transition Pore Assay Kit

(Molecular Probes):

- Resuspender las células en HBSS/Ca®* a una concentracion final de
1x10° células/ml.

- Separar tres alicuotas de 1 ml de la suspension celular: tubo 1, tubo 2
y tubo 3.

- Afnadir 5pl de calceina AM 2 pM a los tubos 1, 2 y 3 y agitar bien.

- Anadir 5pl de cloruro de cobalto 80 mM a los tubos 2 y 3 y agitar bien.

- Anadir 5pl de ionomicina 100 mM al tubo 3 y agitar bien.

- Incubar las muestras a 37° C durante 15 minutos protegidas de la luz.

- Afadir 3.5 ml de HBSS/Ca*" a cada tubo y centrifugar a 200 g durante
10 minutos a temperatura ambiente, para eliminar el exceso de
reactivos.

- Resuspender las células en disolucidn salina y mantener las muestras
en hielo hasta su determinacion. Su analisis en el citometro de flujo

debe hacerse antes de una hora.

Citometria de flujo

Las muestras se analizan en un citometro de flujo BECTON DICKINSON
modelo FACS Vantage, dotado de un laser dual ultravioleta-visible a 488 y 365
nm y un laser rojo a 635 nm. La adquisicion de la muestra se realiza a una
concentracion de 5x10° células/ml y a una velocidad de 500 células/seg,
midiéndose en el canal FL; con un filtro BP de 530 + 30 nm. Los resultados se

analizan con el programa informatico CELL-QUEST.
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La actividad del poro de transicion se determina sustrayendo la
fluorescencia emitida por la calceina en presencia de cloruro de cobalto e
ionomicina (figura 4, C) a la emitida por la calceina en presencia Unicamente
de cloruro de cobalto (figura 4, B). En todos los experimentos se resta la
fluorescencia emitida por un blanco (muestra sin reactivos) a la emitida por
cada muestra problema. Los resultados se representan en porcentage con

respecto al control.

6. DETERMINACION DE LA MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

La muerte celular por apoptosis se ha estimado mediante mediciones de
citometria de flujo tras tratar las muestras celulares con anexina V-FITC e
ioduro de propidio (PI).

El proceso apoptoético se caracteriza por diversos cambios morfoldgicos en
la célula, entre ellos se encuentra la pérdida de asimetria de las membranas
plasmaticas, que ademas es uno de los eventos que ocurren al principio del
proceso apoptotico; la capa fosfolipidica de fosfatidilserina (PS) se transloca
desde la cara interna hacia la cara externa de las membranas plasmaticas,

dejando la PS expuesta al medio extracelular.

La anexina V es una proteina de 35-36 kDa, dependiente de Ca®', capaz de
unirse a la superficie cargada negativamente de fosfolipidos y que presenta
gran afinidad por la PS, uniéndose a las células que exponen dichos residuos
(Raynal y Pollard, 1994). Cuando la anexina V se une a algun fluorocromo,
como el ioduro de propidio (Pl), no pierde su afinidad por la PS y permite su
medida por citometria de flujo (figura 5), constituyendo una prueba muy
sensible para determinar células apoptoéticas en fase temprana (Van Engeland
y cols, 1996).
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Figura 3. Imagenes obtenidas por citometria de
flujo de una muestra celular no tratada (A) donde
no se ha inducido la apoptosis y las células son
viables (negativas para anexina V-TITC y PI: la
poblacion celular permanece en el cuadrante
inferior izquierdo); y una muestra tratada con un
inductor de apoptosis (B), donde se ven dos
poblaciones celulares , uno viable (cuadrante
inferior izquierdo) y otra que sufre apoptosis
(positiva para anexina V-FITC y negativa para Pl:
poblacion que se desplaza hacia el cuadrante
inferior derecho
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Preparacion de la muestra

Las muestras celulares se preparan siguiendo las indicaciones del fabricante
del Annexin V-FITC apoptosis detection kit | (BD Pharmingen™ Technical Data

Sheet), segun el siguiente protocolo:

- Lavar las células con PBS frio dos veces y resuspenderlas en tampon de
union (Hepes 0.1 M/NaOH, pH 7.4; NaCl 1.4 M, CaCl; 25 mM) a una
concentracion final de 1x108 células/ml.

- Tomar 100 pl de la suspension celular y anadir 5 pl de anexina V-FITC y
5ul de PI.

- Agitar suavemente e incubar en la oscuridad durante 15 minutos a
temperatura ambiente (25° C).

- Transcurrida la incubacion, anadir 400 pl de tampon de union a cada
muestra. Su analisis en el citometro de flujo debe hacerse antes de

una hora.
Citometria de flujo

Las muestras se analizan en un citometro de flujo BECTON DICKINSON
modelo FACS Vantage, dotado de un laser dual ultravioleta-visible a 488 y 365
nm y un laser rojo a 635 nm. La adquisicion de la muestra se realiza a una
concentracion de 5x10° células/ml y a una velocidad de 500 células/seg,
midiéndose en los canales FL; y FL, con filtros BP de 530 + 30 nm y 585 + 42
nm respectivamente. Los resultados se analizan con el programa informatico
CELL-QUEST.

El porcentaje de células al que le ha sido inducida la apoptosis se calcula
sustrayendo el porcentaje de células apoptoéticas en una poblacion no tratada
(control) del porcentaje de células apoptoéticas en una poblacion tratada

(rotenona, melatonina y demas drogas empleadas).
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7. MEDIDA DE ESTRES OXIDATIVO CELULAR

7.1. Determinacion de los niveles de GSSG/GSH

El glutation (GSH) es un tiol muy abundante en tejidos animales, vegetales
y bacterias. Se trata de un tripéptido que tiene funciones muy importantes,
tales como la proteccion frente a especies reactivas de oxigeno y el
mantenimiento de los grupos -SH de las proteinas. Durante estas reacciones,
el GSH se transforma en glutation oxidado (GSSG), el cual puede ser reciclado
nuevamente a GSH por accion de la glutation reductasa (GRd), que utiliza
NADPH como coenzima. En condiciones normales, el GSH es la forma

predominante en los organismos.

EL DTNB (acido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico)), conocido como el reactivo
de Ellman, se utiliza para detectar compuestos tiol. En 1985, Anderson,
basandose en un método anterior descrito por Griffith (1980), sugirid que el
sistema de reciclaje del GSH por el DTNB y GRd representa un método muy
sensible para la cuantificacion de GSH. DTNB y GSH reaccionan para generar
acido 2-nitro-5-tiobenzoico (NTB) y GSSG. El NTB es un producto coloreado
que posee un maximo de absorcién a 412 nm. Midiendo la absorbancia que
presenta una muestra a esta longitud de onda, podremos determinar
indirectamente su contenido en GSH. El GSH se recicla continuamente
mientras no se agoten el DTNB y la GRd. La velocidad de aparicion de NTB
sera directamente proporcional a la concentracion de glutation total (GSX),
suma de GSH y GSSG.

Si conseguimos “anular” antes de dar comienzo la reaccion al GSH
(tratando con vinilpiridina), se podra determinar, con el mismo método, el
contenido de GSSG de la muestra, ya que la reaccion se iniciara
transformando el GSSG en GSH por la GRd en presencia de NADH y la
absorbancia emitida se correspondera en este caso Unicamente con el
contenido en GSSG. Restando al contenido en GSX el obtenido en GSSG,

tendremos la concentracion de GSH de la muestra.
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Preparacion de la muestra

Antes del tratamiento con DTNB, es necesario eliminar las proteinas de las
soluciones de muestras; Para ello se tratan las muestras con acido
sulfosalicilico (SSA), que permite precipitar proteinas y aminoacidos libres y

prevenir la oxidacion del GSH en la reaccion de la y-glutamil transpeptidasa.
El procedimiento a seguir es el siguiente:

- Recoger las células (5x10°) por centrifugacién a 200 g durante 10
minutos a 4°C y lavar el precipitado con 300 pl de PBS.

- Resuspender el precipitado celular en 100 pl de SSA al 5%.

- Lisar las células mediante sonicacion (3 ciclos de 10 segundos al 20%
de intensidad) con la muestra sobre hielo para disipar el calor.

- Centrifugar las muestras a 8000 g durante 1 minuto a 4°C y recoger el
sobrenadante para las mediciones de GSX y GSSG. Conservar el
precipitado para su posterior determinacion de proteinas.

- Para la determinacién de GSX, tomar una alicuota de la muestra que
se diluye 1:5 en tampon fosfato-EDTA 0.125 M a pH 7.5.

- Para la determinacion de GSSG, tomar una alicuota de la muestra,
diluir 1:2 con tampon fosfato-EDTA 0.125 M a pH 7.5 y anadir 1 pl de
2-vinilpiridina por cada 100 pl de volumen de muestra. Agitar bien e
incubar la muestra 30 minutos a 30°C. Centrifugar a 1000 g durante 1
minuto a 4°C. Tomar sobrenadante y diluir 1:4 con tampodn fosfato-
EDTA 0.125 M a pH 7.5.
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Determinacién espectrofotométrica de GSX y GSSG.

Preparar soluciones estandar de GSH a concentraciones crecientes (de 0 a

12.5 pM) en SSA a la misma concentracion final que la muestra.

Una vez preparadas las muestras problema y los estandares, en un

eppendorf anadir:

- 200 pl de muestra o estandar

- 100 pl de DTNB 6 mM preparado en tampoén fosfato-EDTA 0.125 M a pH
7.5

- 700 pl del coenzima NADPH 0.3 mM preparado fresco en tampoén
fosfato-EDTA 0.125Ma pH 7.5

Agitar bien e incubamos a 30° C durante 3 minutos en el bafo maria.
Pasado este tiempo anadir 5 pl de GRd (200 U/ml), agitar bien y medir
inmediatamente su absorbancia a 412 nm durante 3 minutos en un

espectrofotometro de UV-visible (Shimadzu UV-1603).

Los valores obtenidos por el espectrofotometro indican el incremento de
absorbancia del NTB formado durante 3 minutos de reaccion, este incremento
no es mas que la pendiente de la curva cinética de la reaccion colorimétrica
del DTNB con los patrones de GSH. Tomando los valores de estas pendientes y
representandolos en funcion de la concentracion de los estandares de GSH
obtenemos una recta de regresion (coeficiente de regresion de 0.99 + 0.01)
donde interpolar los valores de las pendientes obtenidos para las muestras
problema, tanto para el GSX como para el GSSG, restando ambos resultados se
obtiene la concentracion de GSH en la muestra. Los resultados se expresan en

nmoles de GSH 6 de GSSG por miligramo de proteina.
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7.2. Medida de la actividad de los enzimas glutation peroxidasa (GPx) y

glutation reductasa (GRd).

La actividad de los enzimas implicados en el ciclo del GSH, GPx y GRd, se
determinaron espectrofotométricamente siguiendo la caida de absorbancia

del coenzima implicado, el NADPH, medida a una longitud de onda de 340 nm.

La GPx cataliza la reduccion de hidroperoxidos por GSH. La GPx esta
formada por cuatro subunidades idénticas, cada una de las cuales contiene un
residuo de selenocisteina en su sitio activo, que participa en la reduccion de
dos electrones del peroxido sustrato. El enzima usa GSH como uUltimo donante
de electrones para generar la forma reducida de la selenocisteina (Ursini,
1985).

GPx

ROOH + 2GSH — > ROH + GSSG + H;0
GRd

GSSG + NADPH + H' —_— 2GSH + NADP’

La reaccion de detoxificacion de la GPx lleva ligada la reaccion de
recuperacion del GSH, catalizada por la GRd. La GRd contiene una unidad FAD
en cada una de sus subunidades, que muestran una elevada afinidad por el
NADPH y por el GSSG. La enzima se inhibe con iones metalicos divalentes (Zn*'
o Cd*) y desciende su actividad en presencia de sulfato aménico a

concentraciones mayores de 60 mM.
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Preparacion de la muestra

La preparacion de los cultivos para la determinacion de la actividad de GPx

y GRd es la misma, y sigue el siguiente procedimiento:

- Despegar las células (5x10°) del colageno y lavar con PBS. Centrifugar
a 200 g durante 10 minutos.

- Homogenizar las células en 100 pl tampon fosfato (50 mM pH 7.4) con
EDTA(K") 1 mM mediante sonicacion (3 ciclos de 10 seg al 20% de
intensidad), con la muestra sobre hielo para disipar el calor.

- Centrifugar la muestra a 10.000 g durante 10 minutos a 4° C, recoger
el sobrenadante y separarlo en sendas alicuotas para determinar la
activada de GPx y GRd (guardar las muestras a -80° C hasta el

momento de su determinacion).
Medida de la actividad de la GPx

Se determina la caida de absorbancia a 340 nm de la muestra catalizada
por la GRd anadida al medio de reaccion y, paralelamente la caida de
absorbancia de la muestra por oxidacion espontanea de NADPH (reaccién no
catalizada). La resta entre ambas indicara la actividad de la GPx de la

muestra problema.

- Reaccion no catalizada: en un eppendorf anadir 600 ul de NADPH 0.2
mM preparado fresco en tampoén fosfato-EDTA, y 25 pl de muestra
problema e incubar en el bafo maria durante 4 minutos a 37° C. Tras
la incubacion, anadir 25 pl de cumeno hidroperodxido (a concentracion
suficiente para lanzar la reaccion) y medir su absorbancia a 340 nm
durante 3 minutos en un espectrofotometro de UV-visible (Shimadzu
UV-1603).
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- Reaccion catalizada: en un eppendorf anadir 600 pl de disolucion de
trabajo preparado fresco en tampon fosfato EDTA (azida sodica 4.2
mM, GSH 4.2 mM, NADPH 0.2 mM y GRd 0.5 U/ml), 25 pl de la muestra
problema e incubar durante 4 minutos a 37° C. Pasado este tiempo
anadir 25 pl de cumeno hidroperoxido y medir su absorbancia a 340 nm
durante 3 minutos en un espectrofotometro de UV-visible (Shimadzu
UV-1603).

La actividad enzimatica se determina siguiendo la siguiente formula:

( A Absr.catalizada -A AI:)Sr. no catalizada)340 nm / 3 minutos vtotal

nmol/min/ml = x
SNADPH Vmuestra

donde Eyaopn es el coeficiente de extincién molar del NADPH ( 0.00622 puM ™

cm™). Los valores de actividad de GPx se expresan como actividad enzimatica

especifica en nmol/min/mg de proteina de muestra.
Medida de la actividad de la GRd

Se determina la caida de absorbancia a 340 nm de la muestra tras anadir
GSSG como sustrato para la GRd y, paralelamente la caida de absorbancia de
la muestra por oxidacion espontanea de NADPH (reaccion no catalizada). La
diferencia entre ambas indicara la actividad de la GRx de la muestra

problema.

- Reaccion no catalizada: en un eppendorf anadir 465 pl de tampon
fosfato-EDTA, anadir 35 pl de muestra problema e incubar en el bano
maria durante 4 minutos a 37° C. Tras la incubacion anadir 8.5 pl de
NADPH y medir su absorbancia a 340 nm durante 3 minutos en un
espectrofotometro de UV-visible (Shimadzu UV-1603).

102



- Reacciéon catalizada: en un eppendorf anadir 465 pl de GSSG 2 mM
preparado fresco en tampoén fosfato EDTA; poner 35 pl de la muestra
problema e incubar durante 4 minutos a 37° C. Pasado este tiempo
anadir 8.5 pl de NADPH y medir su absorbancia a 340 nm durante 3

minutos en un espectrofotémetro de UV-visible (Shimadzu UV-1603).

La actividad enzimatica se calcula de igual manera que para la GPx y se

expresa también en nmol/minutos/mg de proteina de la muestra problema.

8. DETERMINACION DE CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentracion de proteinas de las muestras se determina siguiendo el
método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). Se basa en la formacion
de un compuesto coloreado entre el azul comassie y las proteinas, que se
caracteriza por presentar un maximo de absorcion a 595 mm y un alto
coeficiente de extincidon, lo que permite una elevada sensibilidad en la

determinacion.

El reactivo de Bradford se prepara disolviendo 100 mg de azul comassie G
250 en 50 ml de etanol 96% y anadiendo 100 ml de acido ortofosforico 85% y

cantidad suficiente de agua destilada hasta un volumen final de un litro.

Preparacion de la muestra

Preparar una disolucion patron de albumina en agua destilada y distintos
estandares de concentracion creciente de albumina (0-250 pg/ml).
Paralelamente preparar las muestras problema con la dilucion adecuada.
Anadora todos los tubos (estandares y muestras) 1 ml de reactivo de Bradford
diluido 1:5. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente y leer la
absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro con lector de microplacas

(Bio-Tec PowerWavey).
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La concentracion de proteinas de la muestra problema se obtiene
interpolando su valor de absorbancia en la curva patron obtenida (coeficiente
correlacion 0.99 + 0.01) y multiplicando posteriormente por el factor de
dilucion aplicado en cada caso. Los valores de concentracion de proteinas se

expresan en mg/ml.

9 . ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los datos se expresan como valor medio + error estandar de la media
(SEM). En cada caso se realizan tres experimentos por duplicado. Se realiza un
analisis de varianza de una via (ANOVA |) seguido de un estudio de la t de
Student por el método Neuman-Keuls (especifico para varios grupos). El nivel

de significacion se establece en P < 0.05.
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RESULTADOS

105



106



1. VALORACION DEL MODELO EXPERIMENTAL

1.1. Viablilidad Celular. Efectos de la melatonina y la CsA sobre la
inhibicion de la viabilidad celular inducida por la rotenona.

Para iniciar el estudio sobre la citotoxicidad inducida por la rotenona en las
células PC12 diferenciadas, realizamos un analisis de la viabilidad en células
tratadas con el toxico a concentraciones comprendidas entre 10 nM y 10 puM,

cuyos resultados se observan en la Figura 1.A.

La rotenona induce muerte celular de una forma dosis-dependiente y a
concentraciones de 500 nM de rotenona, el 20% del cultivo ya no es viable (P<
0.01), a 1 pyM hay un 50% de células vivas (P< 0.001) y a 10 pM desciende la
viabilidad hasta un 80% con respecto a las células control tratadas con
vehiculo (P< 0.001) (Figura 1.A).

La melatonina (aMT) contrarresta el efecto de la rotenona hasta la dosis de
500 nM de ésta, manteniendo la viabilidad celular al 100% alun a la dosis mas
baja de 10 nM (Figura 1.A). A partir de 500 nM de rotenona, 10 nM de aMT
mantienen la viabilidad del cultivo entre un 80-90% (P< 0.01), mientras que
aMT 100 nM mantiene practicamente a nivel del control los valores de la
viabilidad celular (P< 0.001).

En la Figura 1.B se representan los resultados con CsA que, a la
concentracion empleada de 3 pM, mantiene la viabilidad del cultivo con una
curva similar a la mostrada por aMT10 nM. Vemos, pues, que el tratamiento
con aMT 100 nM resulta mas eficaz para proteger y mantener la viabilidad
celular que una dosis mucho mayor (3 pM) de CsA cuando las PC12 se incuban

con rotenona.
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Figura 1. Viabilidad de las células PC12 diferenciadas tratadas con dosis
crecientes de rotenona (10-10.000 nM) durante 24 h, en presencia de aMT (10
y 100 nM) (A) o de CsA 3 uM (B). "P< 0.01 y ""P< 0.001 vs control y * P < 0.05,
"P< 0.01 y ""P< 0.001 vs rotenona.
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1.2. Catecolaminas. Efectos de la melatonina y la CsA sobre la inhibicién

de los niveles de catecolaminas inducida por la rotenona.

En nuestro modelo experimental, tratamos células PC12 diferenciadas con
rotenona para inducir unos efectos que mimeticen a los que acontecen en la
EP. Para comprobar si la rotenona tiene algun efecto en la produccion y
liberacion de dopamina, determinamos por HPLC las concentraciones de DA y
sus principales metabolitos (DOPAC, 5HIAA, HVA, 5HT y 3MT) tanto en las

células como en el medio extracelular.

Niveles de catecolaminas intracelulares.

En ausencia de rotenona, los niveles de DA no muestran cambios
significativos entre las muestras control y aquellas tratadas con melatonina
(10 y 100 nM) y CsA (Tabla 1). Lo mismo sucede con los metabolitos
intracelulares de DA, DOPAC y HVA.

Sin embargo, cuando las muestras se incuban en presencia de rotenona
(500 nM) los niveles tanto de DA como de DOPAC, descienden drasticamente.

Incluso el HVA desaparece en la muestra incubada con rotenona (Tabla 1).

Al tratar las muestras incubadas en presencia del neurotoxico con aMT no
se observa una recuperacion significativa de los niveles de catecolaminas
intracelulares; tan so6lo podemos destacar un leve aumento de los niveles de
DA y DOPAC cuando la muestra se trata con 100 nM de aMT. Un
comportamiento similar ocurrio con la CsA, que fue incapaz de recuperar los

niveles de catecolaminas inhibidos por la rotenona (Tabla 1).
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Tabla 1. Catecolaminas intracelulares (ng/mg proteina)
DA DOPAc HVA
Control 1041.25 + 29.87 143.05 + 2.95 33.10 = 3.61
10 nM aMT 1384.50 + 13.53 165.75 + 8.67 56.04 + 6.07
100 nM aMT 950.02 + 19.30 146.44 + 7.56 31.27 + 2.68
3 UM CsA 861.08 + 7.99 179.78 + 2.64 37.20 £ 2.70
Rotenona 18.40 £ 1.76*** 8.69 + 2.04** 0.00 + 0.00***

Rot + 10 nM aMT
Rot + 100 nM aMT
Rot + 3 uM CsA

24.23 + 0.91**
46.90 + 4.69**
19.68 + 4.57**

11.72 £ 2.63***
20.79 £ 2.91*
10.60 + 1.93**

0.00 + 0.00***
0.00 + 0.00***
0.00 + 0.00***

Valores intracelulares de dopamina (DA), acido dihidroxifenil acético (DOPAC) y acido
homovanilico (HVA) de células PC12 diferenciadas incubadas en presencia de rotenona (500

nM) y/0 aMT (10 y 100 nM(y CsA (3 uM). ~'P< 0.001 vs control.

Niveles de catecolaminas extracelulares

Los niveles extracelulares de DA son en general muy inferiores a los
hallados intracelularmente, mientras que los de DOPAC se encuentra en
cantidades elevadas en el medio extracelular. También aparecen otros

metabolitos de la dopamina en el medio extracelular ausentes en el interior

de las células, como 5HIAA y 3MT (Tabla 2).

Al igual que con las catecolaminas intracelulares, en las exportadas al
medio extracelular no se observan diferencias significativas entre los valores
control y los de las muestras tratadas con aMT y CsA en ausencia de rotenona.
Tan sélo destacar un nivel algo elevado de 5HIAA con 100 nM de aMT con

respecto al encontrado en la muestra control (Tabla 2).
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Cuando la muestra se trata con rotenona, aumentan significativamente los
niveles extracelulares de DA (P< 0.001) y disminuyen los de HVA y 3MT (P<
0.001) mientras que desaparece el 5HIAA (P< 0.001).

El tratamiento de las células incubadas con rotenona con aMT o CsA no

modifico significativamente el efecto de la rotenona (Tabla 2).

Tabla 2. Catecolaminas extracelulares (ng/mg proteina)
DA DOPAc 5HIAA HVA 3MT

Control 25.59 +1.75  227.40+7.55 7.38+0.20  89.42+3.66  63.72 +2.42
10 nM aMT 25.92+0.49  205.42+6.36 10.77 £3.07  84.13+2.68 50.43 + 3.34"
100 nM aMT 30.46 £ 1.53  234.93+£5.20 20.01+0.35 88.36+3.12  57.96 +3.19
3 UM CsA 34.54 +1.68* 227.23+14.45 6.43+1.07 126.53+3.217  65.52 + 2.23
Rotenona 87.22+3.317 19548+ 8.91 0.00+0.00° 29.04 +1.52"" 18.26 +2.58 "
Rot +10nM aMT  99.25+1.85"  227.95+5.66 0.00 +0.00° 38.57 +5.94  17.61+0.20"
Rot + 100 nM aMT  77.57 +2.72"  190.93 + 3.73* 0.00 + 0.00"  26.33 +0.93" 19.01+0.70"
Rot + 3 pM CsA 100.35 + 0.44~  220.64 +3.78 0.00 + 0.00" 29.25+0.35" 21.74+0.86

Valores de catecolaminas exportadas al medio extracelular. Dopamina (DA), acido dihidroxifenil
acético (DOPAc), acido 5-hidroxiindolacético (5HIAA), acido homovanilico (HVA) y 3-
metoxitriptamina (3MT) de células PC12 diferenciadas incubadas en presencia de rotenona (500
nM) y/0 aMT (10 y 100 nM) y CsA (3 pM). P < 0.05, "P< 0.01y " 'P< 0.001 vs control.
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1.3. Complejo | de la CTE. Efectos de la melatonina y la CsA sobre la

inhibicion del complejo | inducida por la rotenona.

La inhibicion de la actividad del complejo | constituye un pilar
fundamental en el desarrollo de nuestro modelo experimental. La Figura 2
muestra la actividad del complejo | mitocondrial en cultivos de PC12

diferenciadas control y con los dieferentes tratamientos.
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Figura 2. Actividad del complejo | de la CTE en células PC12 diferenciadas,
tratadas durante 24 horas con rotenona (500mM) y/o aMT (10, 100 y 500nM) y
CsA (3pM). P < 0.05, “P< 0.01 y "'P< 0.001 vs control; * P < 0.05, P< 0.01y vs
rotenona.

La actividad del complejo | (expresada en nmoles de NADH oxidados por
minuto y por miligramo de proteina), no se altera significativamente cuando
la muestra se trata con aMT (10 y 100 nM) o con CsA, en ausencia de

rotenona.
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Cuando incubamos las células con rotenona durante 24 horas, la actividad
del complejo | se inhibe completamente (P< 0.001 frente al control). El
tratamiento con aMT es capaz recuperar de forma dosis-dependiente dicha
actividad: a 10 nM la melatonina recupera un 20% la actividad del complejo |
(P< 0.05 frente a rotenona), y a 100 nM la recuperacion de la activad es de un
50% (P< 0.01 frente a rotenona). A la dosis mas alta utilizada (500 nM), la
aMT practicamente normaliza la actividad del complejo (P< 0.001 frente a

rotenona) (Figura 2).

Cabe destacar que la CsA no tiene ningun efecto significativo en la
actividad del complejo I, ni es capaz de recuperarla cuando el cultivo se trata

con el toxico (P< 0.001 frente al control).

2. EFECTOS DE LA MELATONINA Y LA CsA SOBRE LA BIOENERGETICA MITOCONDRIAL.

2.1. Produccion de ATP y carga energética.

La disfuncion en la cadena de transporte electrénico de la mitocondria

lleva consigo una disminucion de la produccion de ATP.

La Tabla 3 presenta los valores intramitocondriales de los nucledtidos de
adenina : el ATP es el mas abundante en la organela, seguido de ADP y AMP.
Cabe destacar que 100 nM de aMT aumenta significativamente los niveles de
ATP en muestras control (P< 0.001) y los de AMP, mientras que la dosis menor
de aMT no tiene ningun efecto significativo en los niveles de nucleotidos con
respecto al control. La CsA no altera significativamente los valores de ninguno

de los nucleotidos.

El tratamiento con rotenona disminuye los niveles de los tres nucleo6tidos

de adenina, siendo mas significativo el descenso de ATP (P< 0.001).
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En presencia de rotenona, 100 nM de aMT recupera las concentraciones de
ATP, y aunque parece que aumenta considerablemente la cantidad de ADP
con respecto al control, no es un efecto significativo estadisticamente. A la
dosis de 10 nM, la aMT aumenta los niveles ATP, que disminuyen su diferencia
con respecto al control. Las muestras incubadas con CsA en presencia de
rotenona, no muestran ninguna variacion significativa en los niveles de AMP,
ADP y ATP, cuyas concentraciones son muy similares a las obtenidas en la

muestra tratada con rotenona (Tabla 3).

AMP, ADP y ATP intramitocondriales

Tabla 3. (ug/mg proteina)
AMP ADP ATP AMP+ADP+ATP

Control 0.22+0.06  0.34:0.15 0.97+0.17 1.53+0.15
10 nM aMT 0.27+0.15  0.41:0.10 0.89+0.12 1.57 +0.15
100 nM aMT 0.46+0.10  0.63+0.39  1.87+0.15 2.95+0.20"
3 UM CsA 0.24+0.15  0.77 £0.21 0.66 + 0.31 1.66 +0.20
Rotenona 0.11+0.06  0.15+0.12 0.14+0.06" 0.39+0.07"
Rot + 10 nM aMT  0.27+0.22  0.21£0.13 0.24+0.13 0.71+0.20
Rot + 100 nM aMT ~ 0.23+0.18  0.72+0.15  0.93+0.10" 1.87+ 0.07"
Rot + 3 uM CsA 0.09+0.01  0.22+0.08  0.15+0.15" 0.46 + 0.30

Valores de AMP, ADP y ATP determinados por HPLC-UV en mitocondrias purificadas de células
PC12 diferenciadas incubadas en presencia de rotenona (500 nM) y/o aMT (10 y 100 nM) y CsA
(3 pM). 'P < 0.05, "P< 0.01 y “'P< 0.001 vs control; *#P< 0.01 vs rotenona.

En la tabla 3 también se representa la suma del total de nucledtidos de
adenina presentes en la mitocondria, destacando el aumento del total de
nucledtidos al tratar la muestra con aMT a 100 nM con respecto al control (P<
0.001), un marcado descenso de los mismos tras la incubacion con rotenona
(P< 0.01) y una recuperacion del total de nucleodtidos cuando se trata la
muestra con 100 nM de aMT en presencia de rotenona, incluso por encima del

valor del control.
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Las concentraciones citosolicas de AMP, ADP y ATP siguen un orden inverso a
las mitocondriales (tabla 4). En este caso, el es AMP el mas abundante,
seguido por ADP y ATP, cuya concentracion en el citosol es muy reducida. La
melatonina aumenta significativamente los valores de ATP citosolicos con
respecto al control (P< 0.05 y P< 0.01 para 100 y 10 nM de aMT,
respectivamente), mientras que los de AMP y ADP no sufren cambios
considerables con respecto al control. El tratamiento con CsA aumenta
significativamente las concentraciones citosolicas de los tres derivados de
adenina: AMP (P< 0.001), ADP (P< 0.05) y ATP (P< 0.001).

La presencia de rotenona en las muestras hace disminuir draticamente los
niveles de AMP, ADP y ATP con respecto a las muestras control (P< 0.001); el
tratamiento con aMT 10 nM no recupera estos valores, que siguen siendo muy
bajos con respecto al control (P< 0.001). Sin embargo, la dosis de 100 nM de
aMT consigue incrementar levemente la concentracion de los tres nucleotidos
de adenina, aunque tan solo aparecen diferencias significativas con respecto a
tratamiento con rotenona en el caso de ADP y ATP (P< 0.05). El tratamiento
con CsA no da lugar a ningln cambio significativo en los niveles citosolicos de
AMP, ADP y ATP con respecto a la muestra incubada sélo con rotenona (Tabla
4).

Al calcular la suma de nucledtidos de adenina en el citosol, puede
observarse como se mantiene la misma tendencia en los resultados; el
tratamiento con CsA aumenta de manera muy significativa el total de los
nuclétidos con respecto al control (P< 0.001), mientras que la incubacion con
rotenona los disminuye drasticmente (P< 0.001), siendo solamente
considerable la recuperacion de los mismos ocasionada por el tratamiento con
aMT 100 nM en presencia del téxico (P< 0.05), aunque aun muy por debajo del

valor del control (Tabla 4).
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Tabla 4.

AMP, ADP y ATP citosolicos (ug/mg proteina)

AMP ADP ATP AMP+ADP+ATP
Control 4,28 + 0.26 3.24+0.24  0.49+0.13 8.01+0.36
10 nM aMT 4.13+0.17 3.02+0.12  1.82+0.227 8.97 + 0.17
100 nM aMT 4.01 +0.27 3.43£0.14  1.16 +0.117 8.60 + 0.31
3 uM CsA 6.42 + 0.65 5.62+0.35 2.10+0.147  14.13:0.74"
Rotenona 1.31 £ 0.18” 0.25+0.12°  0.04 + 0.04~ 1.60 £ 0.22™
Rot + 10 nM aMT 1.43 + 0.07" 0.36 +0.16~  0.06 + 0.08" 1.85+0.18"
Rot + 100 nM aMT  2.47 £0.15  0.92+0.14"* 0.23 +0.08*  3.62+0.24"*
Rot + 3 uM CsA 1.69 + 0.30" 0.58 +0.07"  0.12 £ 0.06' 2.39+0.317

Valores de AMP, ADP y ATP determinados por HPLC-UV en citosol purificado de células PC12
diferenciadas incubadas en presencia de rotenona (500 nM) y/o aMT (10 y 100 nM) y CsA (3
UM). P < 0.05, "P< 0.01 y “P< 0.001 vs control; ¥ P < 0.05, #P< 0.01 y *#P< 0.001 vs
rotenona.

En la Figura 3 se representa el valor de la carga energética mitocondrial y
citosolica. La carga energética mitocondrial (Figura 3.A) no se altera en
presencia de aMT, pero desciende ligeramente y de manera no significativa
cuando se emplea CsA que, como hemos visto en la Tabla 3, induce un
aumento de ADP y un ligero descenso de ATP. Cuando las mitocondrias se
incuban con rotenona, se observa claramente un significativovdescenso en la
carga energética mitocondrial (P< 0.05 frente al control). Al tratar las
muestras incubadas con rotenona con aMT 10 nM los niveles de AMP, ADP y
ATP no se alteran significativamente, por lo que el indice de la carga
energética es muy similar al de la muestra con rotenona Unicamente; cuando
se emplea la dosis de 100 nM de aMT en el cultivo con rotenona, tiene lugar
un aumento de ATP, pero también de ADP (Tabla 3), por lo que la carga
energética mitocondrial se recuperea significativamente (P< 0.05), y alcanza
un valor muy préximo al de la muestra control. El tratamiento con CsA no

induce ningun cambio significativo en la carga energética de la mitocondria.
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Figura 3. carga energética de mitocondrias (A) y citosol (B) de células
PC12 diferenciadas incubadas en presencia de rotenona (500 nM) y/o
aMT (10 y 100 nM y CsA (3 pM). P < 0.05 vs control y P < 0.05 vs
rotenona.
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En cuanto a la carga energética del citosol, no se aprecian diferencias
significativas (Figura 3.B) entre los distintos tratamientos; se observa un
ligero aumeno de la misma al tratar la muesta con aMT y un claro descenso en
los casos en que el cultivo se incuba en presencia de rotenona, pero estos

cambios no llegan a ser estadisticamente signifivativos.

2.2. Potencial de membrana.

El potencial de la membrana de la mitocondria (AW,) aumenta levemente
con respecto al control cuando las células se incuban con 10 nM de aMT (P <
0.05) (Figura 4), sin embargo, a la concentracion de 100 nM de aMT, el AV,
permanece en un estado similar al que presenta la muestra control. El

tratamiento con CsA no altera el AW, con respecto al control.

La rotenona causa un descenso significativo del AW, (P< 0.001) frente al
mostrado por la muestra control. Esta caida en el AW, no se restablece con el
tratamiento de aMT 10 nM, que presenta un estado similar al de la muestra
incubada solo con rotenona, con un descenso muy significativo con respecto al
control (P< 0.001). Por contra, el tratamiento con 100 nM de aMT en presencia
de rotenona, consigue restablecer por completo el estado del AW,
presentando un nivel semejante al del control (P< 0.001 frente a rotenona).
La CsA también restaura el nivel normal de AW,, cuando se incuban las células

en presencia de rotenona (P< 0.001).
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Figura 4. Potencial de membrana mitocondrial representado como
cociente entre fluorescencia roja y fluorescencia verde emitidas por JC-1
en muestras de células PC12 diferenciadas, tratadas durante 24 horas con
rotenona (500mM) y/o aMT (10, 100 nM) y CsA (3uM). P < 0.05, “P< 0.001
vs control; *#P< 0.001 y *#P< 0.0001 vs rotenona.
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2.3. Poro de transicion.

La Figura 5 representa la cinética del poro de transicion de la
mitocondria. Se puede observar como en este caso ni la melatonia (10 nM y
100nM) ni la CsA alteran de manera significativa la cinética del poro de

transicion en condiciones nomales, con respecto al control.

El tratamiento con rotenona aumenta drasticamente la fluorescencia
emitida por la calceina, que refleja la apertura del poro, con respecto al

control y a las tratadas con aMT y CsA en ausencia del téxico (P< 0.001).

Al igual que sucedia con el potencial de la membrana mitocondrial, 10 nM
de aMT no impide la apertura del PTM inducida por rotenona (P< 0.001 frente
al control), mientras que la dosis de 100 nM de aMT disminuye parcialmente la
cinética del PTM inducida por el téxico (P< 0.05). Este efecto es algo menos
significativo que el que se aprecia en presencia de CsA, que inhibe con
claridad la apertura del PTM (P< 0.01).
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Figura 5. Medida de la actividad del poro de transicion mitocondrial por
emision de fluorescencia de la calceina en células PC12 diferenciadas,
tratadas durante 24 horas con rotenona (500mM) y/o aMT (10, 100 nM) y
CsA (3pM).Se representa la diferencia de fluorescencia emitida por la
calceina en presencia de cloruro de cobalto sin y con ionomicina P <
0.05, “P< 0.01 vs control; * P < 0.05, #P< 0.01 vs rotenona.
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3. EFECTOS DE LA MELATONINA'Y LA CsA SOBRE LA MUERTE CELULAR

3.1. Apoptosis en células PC12 diferenciadas

El efecto de aMT sobre la apoptosis celular se determindé mediante
citometria de flujo en células PC12 diferenciadas incubadas durante 24 horas

con distintas concentraciones de aMT (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 mM).

En la Figura 6 se aprecia como existe un efecto diferente de aMT en la
induccion de apoptosis segun la concentracion empleada; asi a dosis muy
bajas como 1 y 10 nM se observa un aumento significativo del porcentaje de
células apoptoticas con respecto al control (P< 0.05). Sin embargo al aumentar
la concentracion de la indolamina, el porcentaje de células apoptoéticas
disminuye a menos de un 10% con 100 nM de aMT, y es practicamente

inapreciable a concentraciones considerablemente elevadas como 1 pM .
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Figura 6. Porcentaje de células apoptédticas determinado por citometria
de flujo en muestras de PC12 diferenciadas incubadas durante 24 horas

con aMT (1-1000 nM) y tratadas con anexina V-FITC y PI. P < 0.05 vs
control.
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En la Figura 7 se representan distintos diagramas de citometria de flujo
obtenidos de muestras celulares de PC12 preparadas con anexina V-FITC y PI:
(A) control, (B) incubadas con 500 nM de rotenona durante 24 horas y (C)
pretratadas con 100 nM de aMT durante 3 horas e incubadas en presencia de

rotenona y aMT 100 nM durante 24 horas.

Se observan diferencias sustanciales entre los diagramas (A), donde la gran
mayoria de la poblacion celular se concentra en el cuadrante inferior derecho
(células viables) y (B), donde parte de la poblacion celular migra hacia el
cuadrante inferior izquierdo representativo de las células que sufren
apoptosis. En diagrama (C), representa la citometria de una muestra incubada
con rotenona y tratada con melatonina (100 nM); se observa cémo el
desplazamiento de la poblacion celular hacia el cuadrante apoptotico se ve

reducido considerablemente.
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Figura 7. Diagramas de citometria de flujo de células PC12
diferenciadas tratadas con anexina V-FITC y PI. (A) muestra control,
(B) muestra incubada con rotenona 500 nM durante 24 horas y (C)
muestra tratada con 100 nM de aMT e incubada en presencia de
rotenona durante 24 horas,
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La Figura 8 representa el porcentaje de poblacion apoptotica con respecto al
control. Los resultados obtenidos indican que la aMT (en ausencia de
rotenona) tiene un efecto proapoptotico considerable e invesrso a la dosis de
indolamina empleada (P< 0.001 y P< 0.05 frente al control para 10 y 100 nM de
aMT, respectivamente). La CsA no presenta ninguna variacion en cuanto a

induccion de la apoptosis con respecto a al control.

La rotenona induce aproximadamente un 40% de apoptosis en las células
(38.83 %, P< 0.0001 frente al control). La melatonina previene la muerte por
apoptosis hasta dejar sus niveles muy proximos al valor control (3.33% + 1.73 y
5.00% + 1.75 con respecto al control para 10 nM y 100 nM de aMT
respectivamente en muestras incubadas en presencia de rotenona (P<0.001).
Lo mismo sucede con CsA, que previene la apoptosis de forma muy
significativa (P< 0.001).
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Figura 8. Porcentaje de células apoptéticas determinado por citometria de
flujo en muestras de PC12 diferenciadas incubadas durante 24 horas con
rotenona (500 nM) y/o aMT (10, 100 y 500 nM) y CsA (3 pM) y tratadas con
anexina V-FITC y PI. P < 0.05, "P< 0.01 y "'P< 0.001 vs control; “#P< 0.001
vs rotenona.
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4. EFECTOS DE LA MELATONINA Y LA CsA SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN
LAS CELULAS PC12.

La Figura 9 muestra una curva dosis-respuesta del indice GSSG/GSH en
células PC12 diferenciadas cuando se incuban durante 24 horas con
concentraciones crecientes de rotenona (0, 25, 100, 250, 500 y 1000 nM). En
ausencia de rotenona (muestra control), el nivel de GSSG es practicamente
inexistente, estando la mayoria del glutation en su forma reducida, por lo que
el indice GSSG/GSH es muy bajo. Se observa un efecto dosis-dependiente de
la rotenona sobre la relacion GSSG/GSH, donde a medida aumenta la
concentracion del neurotoxico, el nivel de GSSG va aumentando en
detrimento del GSH. Con 25 nM de rotenona, ya es significativo el aumento
del indice GSSG/GSH (P< 0.05), siendo mayor a medida que aumenta la

concentracion de rotenona (P< 0.0001 para 500 y 1000 nM de rotenona).
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Figura 9. Representacion del indice GSSG/GSH de células PC12
diferenciadas incubadas durante 24 horas con rotenona (25, 100, 250, 500,
1000 nM). 'P < 0.05, "P< 0.01 y ~'P< 0.001 vs control.
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Para evaluar el comportamiento del sistema del glutation en presencia de
rotenona, se determind, ademas del indice GSSG/GSH, la actividad de los
enzimas implicados en la oxido-reduccion del glutation, la glutation
peroxidasa (GPx) y glutation reductazo (GRd). En la Figura 10 observamos la
actividad de ambas enzimas en las células PC12 diferenciadas en funcion de la
concentracion de rotenona empleada, tras 24 horas de incubacion. A
concentraciones de rotenona inferiores a 500 nM, la actividad de la GPx no
sufre modificaciones importantes con respecto al control, por encima de 500
nM, la actividad de la GPx aumenta significativamente (500 nM y 1 pM,
P<0.05). La Figura 10 muestra asimismo como la actividad de la GRd
disminuye de manera dosis-dependiente con la rotenona. La actividad de la
GRd desciende a mas de la mitad cuando se incuban las células con 500 nM de

rotenona (P<0.05) y se reduce drasticamente con 1 pM de rotenona (P<0.01).
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Figura 10. Actividad de los enzimas glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa
(GRd) de cultivos de células PC12 difprenciadai incubadas durante 24 horas con
rotenona (25, 100, 250, 500, 1000 nM). P < 0.05, P< 0.01 vs control.
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La figura 11 muestra el cociente GSSG/GSH de las células PC12 incubadas en
presencia de aMT, CsA, rotenona y el efecto de aMT y CsA en cultivos tratados

con 500 nM de rotenona.

En ausencia de rotenona, ni aMT, ni CsA tienen ningln efecto aparente en
los niveles de glutation celulares, y el indice GSSG/GSH permanece en un

estado similar al del control.

Al incubar las células con 500 nM de rotenona durante 24 horas, el indice
GSSG/GSH aumenta drasticamente (P< 0.001) como resultado de un aumento

de la forma oxidada del glutation con respecto a la reducida.

El tratamiento con aMT de las células incubadas con 500 nM de rotenona
recupera el indice GSSG/GSH (Figura 11); A dosis de 10 nM de aMT cociente
GSSG/GSH disminuye a mas de la mitad con respecto a la muestra incubada
solo con rotenona (P< 0.05). El indice GSSG/GSH se recupera por completo al
tratar la muestra con aMT 100 nM (P< 0.001 frente a rotenona) y muestra un
nivel similar al presentado por el control. El tratamiento con CsA también
resulta efectivo para recuperar el indice de GSSG/GSH de las células
incubadas con rotenona (P< 0.01), aunque su efecto es menor que el indicado

anteriormente por la aMT.
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Figura 11. Representacion del indice GSSG/GSH de células PC12
diferenciadas, tratadas durante 24 horas con rotenona (500 nM) y/o aMT
(10, 100 nM) y CsA (3 pM). P < 0.05, "P< 0.01 y “'P< 0.001 vs control; # P <
0.05, y *P< 0.001 vs rotenona.

En cuanto a la actividad de los enzimas implicados en el ciclo del glutation
la figura 12 muestra como el tratamiento con aMT hace aumentar claramente
la actividad de la GRd con respecto al control (P< 0.05), tanto con aMT a 10
NM como a 100 nM. En cuanto a la GPx, su actividad no se ve
significativamente alterada cuando se trata el cultivo con aMT. Un efecto mas
remarcado se observa cuando se incuban las células con CsA, que induce una

activacion considerable de ambas enzimas (P< 0.01) con respecto al control.

A la dosis empleada de rotenona (500 nM), la actividad de la GPx no se ve
alterada de manera significativa con respecto al control, mientras que la
actividad de la GRd desciende considerablemente tras la incubacion con el
toxico (P< 0.05).
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Tras el tratamiento con 10 nM de aMT, las células incubadas con rotenona
aumentan claramente la actividad de ambas enzimas (P< 0.05 con respecto a
la rotenona para la GPx; P< 0.001 con respecto a la rotenona para la GRd). Al
aumentar la dosis de aMT a 100 nM, la actividad de la GPx se mantiene
elevada (P< 0.05 frente a la rotenona), mientras que se observa un
incremento muy significativo en la actividad de la GRd (P< 0.001 frente a

rotenona) en estas condiciones.

El tratamiento con CsA muestra un efecto similar al de 100 nM de aMT para
la GRd (P< 0.0001 frente a rotenona) y ligeramente mayor para la GPx, cuya
actividad es algo mayor de la presentada tras el tratamiento con la

indolamina (P< 0.05 frente a la rotenona; P< 0.01 frente al control).
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Figura 12. Actividad de los enzimas glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GRd) de
cultivos de células PC12 diferenciadas incubadas durante 24 horas con rotenona (500 mM) y/o
aMT (10, 100 nM) y CsA (3 pM). ‘P < 0.05, "P< 0.01y " P< 0.001 vs control; * P < 0.05, #P< 0.01 y
##p< 0.001 vs rotenona.
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1. MODELO EXPERIMENTAL.

En este trabajo se ha utilizado un modelo experimental de EP, que ha
consistido en células PC12 diferenciadas con NGF y tratadas con rotenona,
que reproduce algunas de las caracteristicas bioquimicas y fisopatoldgicas mas
importantes encontradas en pacientes que desarrollan la enfermedad (Parker,
1989; Shapira 1989; Menegon 1998; Greenamyre, 2003).

El sustrato patolégico de las anormalidades clinicas y farmacologicas que
caracterizan la EP es la muerte de las células dopaminérgicas de la sustancia
negra pars compacta (Greenfield y Bosanquet, 1953), aunque los sintomas de
esta enfermedad no comienzan a ser aparentes hasta que se encuentra
danada mas del 50% de esta poblacion neuronal (Heinz, 1993). Las células
PC12 son catecolaminérgicas que en respuesta al NGF adoptan morfologia
neuronal, lo que hace que se trate de un modelo muy (til para nuestro
estudio. El tratamiento con NGF no afecta a la liberacion, almacenamiento o
recaptacion de catecolaminas, aunque aumenta la excitabilidad eléctrica y la
sensibilidad a acetilcolina, provocando que las células diferenciadas sean mas
susceptibles al dano inducido por rotenona que las no diferenciadas (Wang y
cols, 2005).

En nuestro caso, los resultados obtenidos al incubar células PC12
diferenciadas con NGF con rotenona durante 24 horas, indican que la
viabilidad celular desciende al aumentar la dosis del neurotoxico. A partir de
una dosis de 10 nM, ya comienza a apreciarse una tendencia descendente en
la viabilidad celular. A dosis mas altas, 1 pM, la rotenona induce una pérdida
de la viabilidad celular del 50% del cultivo, y casi del 80% con 10 puM. En
general, los resultados de otros autores son similares, y encuentran efectos
sobre la viabilidad celular a concentraciones de rotenona entre 50 nM-5uM
cuando las células se tratan durante 24 horas (Wang y cols, 2005). En otros

casos, sin embargo son necesarios tratamientos cronicos con dosis elevadas
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para poder conseguir un efecto claro sobre la muerte de las células PC12,
debido a que se trata de células PC12 no diferenciadas (Tai y Troung, 2002;
Tai y cols 2003; Liu y cols, 2005).

La muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars
compacta, induce un descenso considerable de los niveles de DA estriatales,
responsable como hemos dicho de las anormalidades tipicas de la EP.
Ademas, todo esto va acompanado de un aumento de la DA extracelular
debido a un descenso en la funcionalidad del transportador de DA, lo que
impide su recaptacion. Esta DA extracelular sufre lo que se conoce como
autooxidacién, dando lugar a un aumento en la produccion de ROS y, por
tanto, a una aceleracion en el proceso de muerte neuronal (Schwarz, 2003).
Nuestros resultados indican una drastica reduccion de DA intracelular en
cultivos de PC12 diferenciadas incubados con rotenona y de su principal
metabolito, el DOPAC, asi como un ligero aumento en la DA extracelular.
Estos resultados confirman otros datos publicados con anterioridad, en los que
se comprueba que la rotenona favorece la liberacion de catecolaminas en
cultivos de PC12 (Taylor y cols, 2000). En este mismo estudio se demostré que
la acumulacion de DA extracelular tras el tratamiento con rotenona se debe a
un aumento de la secrecion de DA por exocitosis, dependiente de calcio
(Taylor y cols, 2000), aunque otos estudios posteriores llegaron a la conclusion
de que ademas tiene lugar un descenso en la actividad del transportador de
DA debido a una inhibicion no competitiva del mismo (Marangos y cols., 2002).
Por otro lado, el aumento en la produccién de radicales libres inducido por la
autooxidacion de la DA puede danar la proteina del transportador de DA,
dando lugar a un circulo vicioso que implica un mayor aumento de DA

extraceluar y produccion de radicales libres (Marangos y cols., 2002).

Las células PC12 diferenciadas son grandes productoras y almacenadoras de
DA, sus vesiculas son facilmente visibles al microscopio y contienen la mayor
parte de la DA producida. De modo que la concentracion de DA encontrada en

el interior celular es muy elevada en comparacion con la de sus metabolitos,
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DOPAC y HVA. El DOPAC procede de la accion directa de la MAO (localizada en
la membrana externa de la mitocondria) sobre la DA vy posterior
deshidrogenacion del metabolito intermedio. Via COMT, el DOPAC se
transforma directamente en HVA dentro de la célula (Webber y McDonald,
1993; Landsberg y Young, 1994). La presencia de DA en las neuronas nigro-
estriatales puede constituir un factor de riesgo que aumente su vulnerabilidad
a determinados toxicos. Este hecho se ha demostrado en este modelo de
células PC12 diferenciadas con NGF, en el que la inhibicion de la produccion
endogena de DA reduce considerablemente muerte celular inducida por la
rotenona (Liu HQ y cols, 2005).

La toxicidad de la rotenona se debe a su interaccion directa con el complejo
| de la CTE (Betarbet y cols, 2000; Sherer y cols, 2003; Greenamyre y cols,
2003). La rotenona se une al enzima en el punto de mayor potencial de los
centros Fe-S, antes del sitio del coenzima Q, evitando la transferencia de
electrones del centro Fe-S al coenzima Q (Ramsay y cols, 1991). Dicha
interaccion induce la pérdida de los electrones que debian ser transportados
desde el NADH a la ubiquinona, en su lugar de reduccion (Hensley y cols,
1998; Kushnareva y cols, 2002). Una inhibicion parcial del complejo | por
rotenona, favorece la transferencia de electrones al complejo Il y, como
consecuencia, un incremento en la produccion de anion superdxido (de hasta
cuatro veces superior que si los electrones se canalizan via complejo ) (Prior,
1982; Barrientos y Moraes, 1999). Otro agente toxico, el MPP+ (forma activo
del MPTP) compite por el mismo sitio de inhibicion del complejo | que la
rotenona (Cassarino y cols, 1999), aunque depende de los mecanismos de
recaptacion de la DA para entrar en la célula y actuar sobre la mitocondria
(Betarbet y cols, 2000; Jenner, 2001; di Monte, 2003). A diferencia del MPP+,
la rotenona causa una inhibiciéon ubicua del complejo |, pero sélo provoca la
degeneracion en la sustancia negra (y en algun grado en el locus coeruleus)
(Jenner, 2001). Ambas toxinas inducen la muerte de neuronas dopaminérgicas
adyacentes al area tegmental ventral, de modo que parece que las neuronas
de la sustancia negra podrian ser especialmente vulnerables a la inhibicion del

complejo | (Betarbet y cols, 2002; Jenner, 2002). El paraquat, pesticida de
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similar estructura quimica que el MPP+, genera, por su parte, un aumento de
ROS en la mitocondria a través de dos caminos, (i) reacciones ciclicas de
oxidacion-reduccion entre el paraquat y oxigeno molecular y (ii) formacion de

aniones superoxidos de manera NADH-dependiente (McCormak y cols, 2002).

En nuestro caso, una dosis de rotenona de 500 nM produce una inhibicion
total de la actividad complejo | de la CTE. La interrupcion en el normal
funcionamiento de la CTE induce una produccion elevada de ROS originada
por los electrones que se escapan del complejo | al reaccionar con el oxigeno
molecular presente, afectando al funcionamiento del resto de la cadena
respiratoria y al proceso de fosforilacion oxidativa. La reduccion parcial del
oxigeno molecular da lugar a anion radical superdxido, el cual pasa a peroxido
de hidrogeno y posteriormente a radical hidroxilo cuando capta dos electrones
consecutivamente, siendo este Ultimo el principal responsable del dafo
oxidativo posterior. Este argumento queda respaldado con los resultados
publicados en los (timos anos, donde el tratamiento con rotenona induce la
generacion de ROS y la consecuente disfuncion en el resto de los componentes
de la CTE, tanto en mitocondrias aisladas de tejido neuronal (Kushnareva,
2002), como en cultivos celulares (Barrientos y Moraes, 1999; Shamoto-Nagai,
2003).

En este trabajo, para ver el efecto de la rotenona sobre el estrés oxidativo,
realizamos estudios dosis-respuesta de rotenona evaluando los niveles de GSH
y GSSG celular y las actividades de los enzimas GPx y GRd. Aunque el GSH no
es la Unica molécula antioxidante que se ve alterada en la EP, la magnitud del
descenso de los niveles de GSH parece ir paralela a la severidad de la
enfermedad y esta considerado como el primer marcador de estrés oxidativo
en la EP presintomatica (Jha y cols, 2000). El GSH es el principal componente
celular encargado de mantener los grupos sulfidrilos de las proteinas en su
estado reducido y de regular la actividad de enzimas tiol-dependientes, entre

ellas la NADH-deshidrogenasa del complejo | (Balijepalli y cols, 1999; Jhay
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cols, 2000). Para proteger a las proteinas de la oxidacion, este tripéptido
forma aductos de la forma ‘proteina-SS-GSH’, los cuales pueden ser re-
reducidos a proeinas por accion de la GRd (Ravindranath y Reed, 1990; Jung y
thomas, 1996). Nuestros resultados revelan que la rotenona induce un
aumento en la relacion GSSG/GSH, y un descenso en la actividad de la GRd a
dosis en las que la viabilidad celular se mantiene cercana a un 80% con
respecto al control (500 nM). A concentraciones mayores de rotenona, el
indice GSSG/GSH se mantiene elevado, mientras que la inhibicion de la GRd
se hace aun mas patente. Esta disminucion en la actividad de la GRd va
acompanada, sin embargo, de un aumento en la actividad del otro enzima del
ciclo del GSH, la GPx. Este hecho se explica facilmente teniendo en cuenta la
funcion del enzima y las condiciones de estrés oxidativo presentes en la
célula; la GRd cataliza la reduccion de GSSG a GSH, para asegurar el
mantenimiento del almacén celular de GSH y para lo cual necesita la
presencia de NADPH. En condiciones normales, la célula no tiene problema
para aportar este coenzima y permitir que el ciclo siga su curso, pero en una
situacion en la que la presencia de radicales libres estd incrementada,
aumenta la generacion de GSSG a costa del GSH, que intenta reducir a los
peroxidos formados por accidon de la GPx. De esta manera se desequilibra la
relacion entre GSSG/GSH aumentando progresivamente la concentracion de
GSSG con respecto a GSH. La presencia de radicales libres afecta
directamente a la GRd, que es muy vulnerable al estrés oxidativo y se dana
irreversiblemente por las ROS generadas en estas condiciones, donde existen

grandes dificultades para reciclar el GSH.

En el sistema nervioso el GSH desempena un importarte papel, tanto como
antioxidante, como modulador del estados redox, y su disminucion como
consecuencia del la inhibicion del complejo I, esta intimamente relacionada
con la subsecuente disfuncion mitocondrial que conduce en Ultima estancia a
la muerte de las neuronas dopaminérgicas asociadas a la EP (Jha y cols, 2000;
Bharath y Andersen, 2005). El descenso en los niveles de GSH se ha

correlacionado también con un aumento en los niveles de calcio intracelular y
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muerte celular mediada por una inhibicion de la Na/K-ATPasa (Octavian y
cols., 1997). En células PC12 en las que se ha inducido una inhibicion de los
niveles de GSH tras la inhibicion de la glutamil-cisteina sintetasa, se observa
un aumento de los niveles de ROS, que da lugar a una inhibicion selectiva del
complejo | de la CTE. Segun esto, se puede concluir que tanto la inhibicion
del complejo | de la cadena de transporte electrénico como la reduccién de
los niveles de GSH pueden dar lugar a la induccion de ROS que conducen a un
ciclo que trae como consecuencia la muerte de la célula dopaminérgica (Jha y
cols., 2000).

Nuestros resultados muestran como, tras la inhibicion del complejo I, la
concentracion de ATP mitocondrial desciende considerablemente,
comprometiendo el estado bioenergético de la célula. Sin embargo, la
concentracion de ADP intramitocondrial no cambia de forma significativa con
respecto al control después del tratamiento con rotenona. Esto hace que la
carga energética baje dentro de la mitocondria, mientras que en el citosol,
aunque baja, el cambio que se produce no es significativo con respecto al
control. Algo similar ocurre en lineas de neuroblastoma SH-SY5Y, donde se
observa un descenso en los niveles de ATP celular en funcion del tiempo de
exposicion a la rotenona (Shamoto-Nagai y cols, 2003) y en cultivos primarios
de mesencéfalo, donde ademas desciende la funcion proteosomal de la
ubiquitina (proceso dependiente de ATP) tras exposiciones cronicas y agudas a
rotenona (Zeevalk y Bernard, 2005). Por otro lado y, como ya hemos sehalado
con anterioridad, se ha sugerido que el estrés oxidativo dana los
transportadores de DA celulares, que ademas disminuyen su funciéon cuando
hay una carencia significativa en la produccion de ATP, ya que la recaptacion
de DA por parte de la célula es un proceso dependiente de energia (Fonck y
Baudry, 2003). Esto explica que, tras incubar el cultivo con rotenona, la
concentracion de DA en el medio extracelular aumente con respecto a la
muestra control no tratada. En concordancia con estos resultados, se ha

observado que en situaciones de hipoxia intermitente, donde la produccion de
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ROS es importante, también aumenta la liberacion o presencia de DA en el

medio extracelular (Kim y cols, 2004).

Otro cambio crucial que tiene lugar en la mitocondria de células sometidas
a estrés oxidativo es el descenso en el AW, (Zamzami y cols., 1996; Zamzami
y Kroemer, 2001), que a su vez puede inducir la formacion de mas radicales
libres (Zamzami y Kroemer, 2001). La medida de respiracion celular, realizada
con poblaciones de células enteras, ha mostrado que un descenso en el AW,
puede correlacionarse, tal y como era de esperar, con desacoplamiento de la
CTE y descenso en la produccién de ATP mitocondrial (Leist y cols, 1997).
Parece ser que cambios importantes en el balance energético (ausencia de
oxigeno, descenso de los niveles de ATP, descenso de los niveles de NADH vy
descenso en el AW.,) o cambios en el equilibrio redox (oxidaciéon/reduccion de
los niveles de GSH, aumento de RNS/ROS) de la célula, pueden dar lugar a
permeabilizacion de la membrana mitocondrial y apertura del PTM (Zamzami
y Kroemer, 2001). Si el PTM permanece abierto, los niveles de ATP pueden
caer totalmente, conduciendo a la muerte de la célula por necrosis. Sin
embargo, la apertura transitoria del poro puede conducir a la muerte por
apoptosis a través de la via intrinseca o mitocondrial, con la consiguiente
liberacion de moléculas de pequeio tamaino (<1500 Da) al citosol de la célula
(Zamzami y Kroemer, 2001; Ledn y cols, 2005). Por lo tanto, las fases iniciales
de ambos modos de muerte celular pueden implicar la apertura del PTM
aunque las cascadas de sefalizacion posteriores son diferentes. Ademas,
necrosis y apoptosis pueden pueden suceder simultaneamente en tejidos o
cultivos celulares expuestos al mismo estimulo y la prevalencia de una u otra
depende de la concentracion del toxico utilizado, aunque puede variar de un

experimento a otro (Bonfoco y cols, 1995).

A la dosis utilizada para nuestros experimentos (500 nM), la rotenona induce
descenso del AW, que conduce a apertura del PTM y muerte celular por
apoptosis. En modelos experimentales similares, se sugiere que la apoptosis

inducida por la rotenona en células PC12 se debe a la generacion de radicales
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libres y que ademas esta potenciada por la propia auto-oxidacion de la DA,
puesto que al tratar el cultivo con reserpina (inhibidor de la sintesis de DA), la
produccion de ROS y la apoptosis inducida por la rotenona se reducen (Liu y
cols, 2005).

2. PAPEL PROTECTOR DE LA MELATONINA EN EL MODELO DE PARKINSON
INDUCIDO POR ROTENONA EN CELULAS PC12.

Como objetivo principal de este trabajo, nos planteamos demostrar el
papel protector de la melatonina en el modelo de EP descrito. Para ello se
han empleado dos dosis de melatonina (10 nM y 100 nM), superiores a los
niveles fisiologicos de la indolamina en plasma (1 nM en el pico nocturno de
melatonina), aunque menores que los niveles encontrados para la indolamina
en los tejidos estudiados hasta el momento (rango pM) (Reiter y Tan, 2003b).
También se ha realizado un estudio comparativo con CsA, un inhibidor
selectivo de la apertura del PTM a una concentracion (3 puM) a la que no causa
efecto toxico en los cultivos (Seaton y cols, 1998) y que impide la liberacion
de citocromo c y la activacion de caspasa 3 en condiciones de estrés oxidativo
(Bal-Price y Brown, 2000).

Segln nuestros resultados, la melatonina recupera, tanto a 10 como a 100
nM, la viabilidad de las células tratadas de forma significativa (con respecto a
la rotenona) y a todas las dosis de rotenona estudiadas. Sin embargo, tan solo
la melatonina a 100 nM fue capaz de recuperar totalmente la viabilidad hasta
los niveles del control a la dosis mas alta de rotenona (10 pM). En el caso de

la CsA, los resultados son comparables a los obtenidos con melatonina 10 nM.

Aunque se produce una recuperacion de la viabilidad en las células tratadas
con 500 nM de rotenona tras el tratamiento con melatonina 10 6 100 nM, no se
produce recuperacion de los niveles de catecolaminas intracelulares. Tan solo

se observa un ligero aumento de DA y DOPAC tras el tratamiento con
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melatonina 100 nM, pero no existen diferencias significativas con respecto al
tratamiento con el neurotoxico solo. El cotratamiento con CsA tampoco tiene
ningun efecto significativo sobre los niveles de catecolaminas intracelulares.
Con respecto a los resultados obtenidos con los niveles de catecolaminas
extracelulares, ni la melatonina (a ninguna de las dos dosis utilizadas) ni la
CsA recupera sus niveles hasta los del el control. Estos resultados obtenidos
para la melatonina en este modelo son parecidos a los encontrados en otro
modelo de EP en ratones de la cepa C57Bl/6 tratados con MPP*, en el que la
melatonina recupera la viabilidad de las neuronas tiroxina hidroxilasa
positivas (Acuna-Castroviejo y cols, 1996) pero es incapaz de restablecer los

niveles de catecolaminas estriatales (Khaldy y cols, 2003).

Cabe destacar el efecto que melatonina o CsA inducen sobre los niveles de
catecolaminas intracelulares cuando se utilizan sin rotenona y a las mismas
dosis y durante el mismo tiempo antes descritos. Como puede observarse, la
melatonina ejerce efectos diferentes dependiendo de la dosis: 10 nM induce
un aumento de los niveles de DA intracelulares, mientras que 100 nM de
melatonina produce todo lo contrario. Trabajos publicados con anterioridad
han demostrado que la melatonina actua en el SNC y periférico modulando la
liberacion de DA, encontrandose altos niveles del neurotransmisor durante el
dia y bajos durante la noche (Zisapel, 2001; Khaldy y cols, 2003). En estriado
de rata, la indolamina tiene efectos antidopaminérgicos y el uso de sulpiride
(antagonista D;) bloquea la inhibicion de la respuesta excitadora de las
neuronas estriatales a la estimulacion cortical (Escames y cols, 1996, 2001).
En cuanto a la CsA, Tavares y colaboradores han demostrado que induce la
liberacion de DA y sus metabolitos de las terminales nerviosas simpaticas
actuando directamente sobre el transportador de catecolaminas (Tavares y
cols, 2003), lo que explicaria el descenso que produce sobre las catecolaminas
intracelulares y el consecuente aumento de las liberadas al medio

extracelular.
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Nuestros resultados muestran como la melatonina recupera la actividad del
complejo | mitocondrial inhibido por la rotenona. El restablecimiento de la
actividad del complejo | es mayor cuanto mas alta es la dosis de melatonina
empleada. Asi, con melatonina 10 nM se observa una leve recuperacion,
mientras que dosis mayores de la indolamina (100 nM y 500 nM) revierten el
efecto inhibidor de la rotenona en un 50 y 80% respectivamente. Otros
resultados publicados con anterioridad muestran que la melatonina recupera
los niveles de complejo | mitocondrial tanto en mitocondrias aisladas de
higado y tratadas con MPP" (Absi y cols, 2000) como en roedores (Dabeni-Sala
y cols., 2001; Khaldy y cols, 2003). En los experimentos realizados con ratas
tratadas con 6-hidroxidopamina, también se recupera la actividad motora
normal tras el tratamiento con melatonina, lo que indica que, en este
modelo, esta disfuncion esta asociada a la inhibicion del complejo | de la CTE
(Leon y cols, 2004; Dabeni-Sala y cols., 2001; Khaldy y cols, 2003). La CsA no
presenta ningun efecto sobre el complejo | cuando se utiliza sola o con

rotenona.

Un gran numero de estudios previos, realizados en éste y otros
laboratorios, demuestran un papel protector y estimulante de la melatonina
sobre la CTE mitocondrial en concordancia con nuestros resultados. Estos
datos sugieren, que la melatonina ejerce un papel protector, no sélo como
depurador de radicales libres causados por agentes prooxidantes (Martin y
cols, 2000b; Tan y cols, 2000; Acuna-Castroviejo y cols, 2003; Escames y cols,
2003), sino también por una accion directa sobre los complejos de la CTE
(Acuna-Castroviejo y cols, 2001; Martin y cols, 2002; Ledn y cols, 2004). En
nuestro caso, las dosis utilizadas de melatonina no han sido suficientes para
estimular por si solas la actividad del complejo I, tal y como se ha demostrado
en tales modelos. El mecanismo mediante el cual la melatonina aumenta la
actividad del complejo | no es del todo conocido. El elevado potencial redox
de la melatonina (0.74 V) (Tan y cols, 2000), sugiere que ésta puede actuar
como donante y aceptor de electrones entre los distintos complejos,

aumentando asi el flujo electronico de la cadena, efecto que no poseen otros
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antioxidantes (Martin y cols, 2002). Recientemente se ha demostrado que la
melatonina aumenta la actividad del complejo | gracias a que es capaz de
recuperar los niveles de NADH, precisamente a través de la cesion de
electrones, aunque no al complejo | directamente, sino al NAD" (Tan y cols,
2005).

La pérdida en la actividad de la CTE, se traduce a nivel bioenergético en un
descenso en la sintesis de ATP. La inhibicion del complejo | conlleva un
escape de electrones que reducen parcialmente al oxigeno molecular
presente formando ROS, que a su vez van a danar a los otros complejos de la
cadena, en especial al complejo IV, muy vulnerable al estrés oxidativo. En
condiciones fisioldgicas el complejo IV se regula por el NO, que compite por el
oxigeno en su sitio de union a este complejo (Boveris y cols, 2000; Brown,
2001). Asi, la produccion basal de ROS en la mitocondria se encuentra
regulada por el NO endoégeno, que modula el consumo de oxigeno a nivel de la
citocromo c oxidasa (Sarkela y cols, 2001). Sin embargo, en condiciones
patoldogicas con presencia de elevadas concentraciones de ROS, el NO
reacciona para formar ONOO, un radical de nitrogeno que dana

irreversiblemente todos los complejos de la CTE (Brown, 1999; Brown, 2001).

En estas condiciones, con los complejos de la CTE danados, el acoplamiento
entre el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa esta alterado. El
complejo V se sirve de la fuerza proton motriz asociada gradiente de protones
bombeados desde los complejos mitocondriales, para sintetizar ATP a partir
de ADP y Pi (Mitchell y Moyle, 1967). Ademas, el gradiente de protones a
través de la membrana permite el establecimiento de una diferencia de
potencial a ambos lados de las membranas mitocondriales (AWm) esencial
para mantener su integridad y funcionalidad del organulo. De modo que la
inhibicion del complejo | lleva asociada tanto un descenso en la bioenergética
mitocondrial, como una alteracién en el potencial de su membrana, lo que
ademas implica cambios en su estructura y, por tanto, en su funcion

(Greenamyre y cols, 2003).
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Nuestros resultados siguen esta sucesion de acontecimientos, ya que tras el
dano en la CTE inducido por la incubacion con rotenona, descienden
drasticamente tanto la concentracion de ATP como el AWm. La melatonina a
la dosis 100 nM, a pesar de recuperar sélo el 50 % de la actividad del complejo
| inhibido por la rotenona, es capaz de normalizar la concentracion de ATP,
asi como la carga energética dentro de la mitocondria, confirmando su accion
directa sobre los distintos complejos de la cadena respiratoria, no Unicamente
sobre el complejo | (Martin y cols, 2002) y sugiriendo que en estas condiciones
se pone en marcha un mecanismo compensatorio que asegura el transporte
electrénico a través del resto de complejos de la cadena. Ademas, la
melatonina tiene un doble efecto protector sobre el complejo IV, eliminando
directamente los ONOO' e inhibiendo la sintesis de NO por la mtNOS (Crespo y
cols, 1999; Escames y cols, 2003), asi como estimulando la actividad de su
parte “no inhibida” (Martin y cols, 2002). A dosis de 10 nM, la melatonina
recupera levemente la actividad del complejo | y, consecuentemente, induce

un ligero aumento de la concentracion de ATP en presencia de rotenona.

Ademas, nuestros resultados sugieren que la melatonina potencia la sintesis
de ATP y la internalizacion en la mitocondria de AMP y ADP, ya sus niveles
estan considerablemente aumentados al incubar las células con melatonina
100 nM en ausencia de rotenona. Ello sugiere una posible accién directa sobre
el complejo V estimulando su actividad y sobre los mecanismos
transportadores de nucledtidos de adenina mitocondriales. Esta idea esta
avalada por el hecho de que, en presencia de rotenona, la melatonina eleva la
concentracion de ADP en la mitocondria a casi al doble del valor control. De
ahi se explica el valor de la carga energética mitocondria aumente cuando la
muestra se trata con melatonina 100 nM en presencia de rotenona hasta

valores muy similares a los de la muestra control.

Cuando las PC12 se incuban con CsA, también se observa un aumento de la

concentracion de ADP con respecto al caso control, aunque parece
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compensarse con el nivel algo disminuido de ATP en estas mismas
condiciones. En presencia de rotenona, la CsA no presenta ningun efecto
protector, manteniéndose los niveles de AMP, ADP y ATP muy bajos. Estos
resultados sugieren que la CsA no tiene ningln efecto protector sobre la
sintesis de ATP en condiciones de estrés oxidativo inducido por la inhibicion
del complejo | mitocondrial. La CsA también ejerce un efecto parecido sobre
los niveles de nucleodtidos de adenina en la linea celular renal LLC-PK1, sobre
la que, a concentraciones mayores que las usadas en este trabajo, induce un
descenso en la carga energética mitocondrial, disminuyendo los niveles de
ATP y aumentando los de AMP vy, sobre todo, los de ADP (Massicot y cols,
1996).

La CsA se une a la ciclofilina D, impidiendo que su estructura cambie de
conformacion para inducir la apertura del poro de transicion mitocondrial
(Saeton y cols, 1998; Halestrap, 2002; Panovy cols, 2004; Basso y cols, 2005).
Esto otorga a la CsA un papel estabilizador en la transicion de permeabilidad
de la membrana, del que se deriva el papel protector que la CsA ejerce en
situaciones donde la permeabilidad de la membrana esta comprometida, y la
apertura del poro de transiciéon inducida (Chen y cols, 2003; Singh y cols,
2005). En nuestro modelo experimental, la inhibicion del complejo | de la CTE
por la rotenona provoca un colapso en el potencial de la membrana de la
mitocondria. La CsA actla manteniendo el AWm segln se espera por su papel
estabilizador de la membrana; sin embargo, llama la atencion que 100 nM de
melatonina restaure por completo el AWm, sugiriendo un papel de la
indolamina mas alla de su efecto antioxidante y mas efectivo que el de la CsA
a la hora de recuperar el valor del AWm cuando se ve danado como

consecuencia de la inhibicion del complejo I.

En modelos experimentales donde se induce un estrés oxidativo exdgeno,
donde la mitocondria es un organulo diana de la accion de las ROS (en lugar
de ser su origen), la CsA se muestra mucho mas efectiva en la proteccion de

la integridad de la organela (Chen y cols, 2002; De Marchi y cols, 2004; Salvi y
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cols, 2005), que en nuestro modelo, donde la raiz de la produccion de

radicales libres se centra en la CTE.

El efecto protector de la melatonina frente a la caida del AWm, se explica
en su mayor parte por la proteccion directa que la indolamina ejerce sobre la
CTE que, al restablecer el transporte electronico, recupera también la
capacidad de bombear protones al espacio intermembrana, con lo que se

restaura el componente eléctrico de la fuerza proton motriz (AWm).

Entre la induccion de la permeabilidad en la membrana de la mitocondria y
la apertura del megacanal que constituye el poro de transicion, media la
intervencion de la membrana interna mitocondrial. El aumento en la
permeabilidad de la membrana externa conlleva una induccion de la
osmolaridad de la misma, permitiendo la entrada masiva de Ca’* en la
mitocondria, el aumento del pH intramitocondrial y la salida del citocromo c y
otros factores protapotéticos del espacio intermembrana. La membrana
interna pierde su estructura y la mitocondria aparece tipicamente hinchada,
debido a un aumento en el volumen de la matriz ocasionado por el aumento
de la permeabilidad (Halestrap, 2002).

Los mecanismos moleculares que conducen a la formacion del poro de
transicion aun no se conocen, pero parece claro que el estrés oxidativo
aumenta la union de la ciclofilina D a la membrana interna (estimulando el
cambio conformacional previo a la formacion del poro), a la vez que induce la
apertura del poro sensible a la concentracion de Ca** y potencia la pérdida del
AWm (Connern y Halestrap, 1996; Halestrap, 2002; Kim y cols, 2003). Un
aumento en la formacion de ROS en la mitocondria produce la oxidacion del
glutation intracelular y de otros grupos sulfidrilos presentes en el megacanal
induciendo la apertura del poro (Fontaine y Bernardi, 1999; Ledn y cols,
2004).
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En relacion con estas premisas, nos encontramos que el estrés oxidativo en
las células PC12, el descenso en los niveles de GSH celular y la pérdida del
AWm, se asocian con una significativa actividad del poro de transicion
mitocondrial. A dosis de melatonina de 10 nM no se impide la apertura del
poro, lo que esta en concordancia con la escasa efectividad que presentaba
en la recuperacion del AWm a esta misma dosis. Sin embargo con el
tratamiento con 100 nM de melatonina, se consigue disminuir la actividad del
poro hasta en un 50% cuando su apertura se induce con rotenona. Su efecto
es, incluso, algo mas positivo que el de la CsA, cuya inhibicion de la apertura
del poro es sensiblemente menor. Este hecho puede deberse a la
concentracion empleada, ya que dosis inferiores de CsA (0.1-1 pM) impiden
totalmente la apertura del poro de transicion en células PC12 tratadas con
inhibidores del complejo | de la CTE (Saeton y cols, 1998; Fontaine y Bernardji,
1999).

Se ha descrito que el propio complejo | ejerce un efecto regulador sobre el
poro de transicion, puesto que ambos se ven afectados por factores comunes
como el pH de la matriz mitocondrial y el potencial tansmembrana. Ademas
ambos poseen NADH, ubiquinona vy sitios de union a cationes divalentes, que
modulan su funcién (Fontaine y Bernardi, 1999). De esta forma, se sugiere que
manteniendo la integridad y asegurando la actividad del complejo I, se podria
controlar la apertura del poro de transicion. Parece claro, pues, que el efecto
inhibidor de la melatonina frente a la actividad del poro se debe a la
proteccion que la indolamina ejerce sobre el complejo | de la CTE,
recuperando el flujo electronico y el AWm. Ademas hay que tener en cuenta
que la melatonina esta interviniendo, en este modelo, en la recuperacion de
la homeostasis del GSH; al incubar las células en presencia de rotenona, la
melatonina previene el aumento del indice GSSG/GSH, asegurando el
mantenimiento del almacén de GSH necesario para mantener reducidos, entre

otros, los grupos sulfidrilos de la cara interna del poro.

147



Estos resultados concuerdan con los obtenidos anteriormente en este
laboratorio, que mostraban a la melatonina como un regulador del estado
redox del glutation en mitocondrias de cerebro e higado cuando se induce
estés oxidativo, estimulando ademas, la actividad de GRd y GPx en estas
condiciones (Martin y cols, 2000a). La melatonina, a dosis fisiologicas y
farmacologicas, aumenta la expresion de GRd y GPx (Antolin y cols, 1996) y
promueve la sintesis de novo del glutation, estimulando la actividad del
enzima limitante en su sintesis, la y-glutamil-cistein sintetasa (Urata y cols,
1999).

Sin embargo, un estudio reciente demuestra que la melatonina puede
ejercer un efecto inhibidor directo sobre el poro de transicion (Andrabi,
2004). En este trabajo, se priva a neuronas del estriado de raton de un aporte
de oxigeno y glucosa y se registra la actividad del poro de transicion mediante
la técnica de patch-clamp. Aquellas muestras tratadas con melatonina inhiben
la apertura del poro de una forma dosis dependiente (250 nM-100 pM) con una
ICso de 0.8 pM. Esta inhibicion del poro se corresponde con los resultados
obtenidos en este mismo trabajo, donde la melatonina previene la liberacion
de citocromo ¢ de la mitocondria, la activacion de la caspasa 3 y la
fragmentacion del DNA, caracteristicos de la induccion de la apoptosis tras la

apertura del poro de transiciéon (Andrabi, 2004).

Desde este punto de vista, la melatonina ejerceria un doble papel
protector en la mitocondria; por un lado, actuando como antioxidante y
depurador de radicales libres, estimulando la actividad del complejo | y, por
extension, de toda la CTE; y por otro, bloqueando directamente la apertura
del poro de transicion, manteniendo el AWm e inhibiendo el paso previo a la

liberacion de agentes proapoptoticos de la mitocondria.

En nuestro laboratorio se ha demostrado que la melatonina intensifica la
neurotransmision GABAérgica modulando el receptor de GABA y de

benzodiapeninas en el sistema nervioso central (Acuna-Castroviejo y cols,
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1986a; Gomar y cols, 1994; Acuna-Castroviejo y cols, 1994). Este efecto
confiere a la melatonina propiedades anticonvulsionantes, sugiriendo un papel
protector de la indolamina en casos de epilepsia en humanos (Molina-Carballo

y cols, 1997) y en modelos experimentales (Bikjaouene y cols, 2003).

El efecto modulador de la melatonina sobre el receptor central de
benzodiacepinas, junto con los resultados obtenidos en este trabajo y la
evidencia de la participacion directa de la melatonina en la inhibicion del
poro de transicion (Andrabi, 2004), sugieren una posible participacion de la
melatonina sobre el otro receptor de benzodiacepinas, el llamado
inicialmente receptor periférico de benzodiazepinas, presente en la
macroestructura que conforma el complejo del poro. Esta hipotesis viene
avalada, ademas, por el hecho de que la melatonina desplaza a la unién del
3H-diazepan, un ligando del receptor mitocondrial de benzodiazepinas, de sus
sitios de union al receptor (Marangos y cols, 1981). No se conoce con certeza
cual es la mision del receptor de benzodiacepinas en la estructura del poro de
transicion, y se sugiere que inhibe su apertura en ciertas circunstancias y que
puede actuar como un sensor de la concentracion de oxigeno celular para su

respuesta adaptativa (Casellas y cols, 2002).

Seran necesarios estudios posteriores de union de ligando entre melatonina
y el receptor periférico de benzodiacepinas, para averiguar si la accion
directa de la indolamina sobre el poro de transicién mitocondrial se debe a su
modulacién sobre dicho receptor, como ya sucede con el receptor central de

benzodiacepinas.
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3. APOPTOSIS. PAPEL PROTECTOR DE LA MELATONINA EN LA MUERTE
NEURONAL.

En los ultimos afos, muchos estudios han revelado el papel de la
melatonina en la modulacion de la apoptosis inducida experimentalmente por
diversos agentes en el sistema nervioso central, tanto en modelos in vivo

como in vitro (Sainz y cols, 2003).

Diversos autores apoyan la idea de que el papel antiapoptoético de la
melatonina se debe a su efecto antioxidante, puesto que en los modelos
experimentales empleados siempre se induce estrés oxidativo a través de un
agente externo como rotenona, MPTP 6 6-OHDA. Asi, los modelos in vitro han
permitido clarificar algunos de los hipotéticos mecanismos en los que el estrés
oxidativo induce la muerte por apoptosis (Walkinshaw y Waters, 1994;
Andersen, 2001).

Se ha demostrado que la melatonina previene la fragmentacion del DNA
causada por la 6-OHDA en células PC12 (Mayo, 1998) y que es capaz de
prevenir no solo la apoptosis, sino también la necrosis inducida por este tdxico
a distintas dosis (Mayo y cols, 1999). El pretratamiento con melatonina
previene la activacion del factor NF-kB e inhibe los niveles de Bax en un
modelo experimental de enfermedad de Alzheimer (Jang y cols, 2005).
Resultados similares se muestran en otros trabajos donde la melatonina
ejerce un efecto protector frente a la apoptosis inducida por diferentes
agentes causantes de estrés oxidativo (Feng y Zhang, 2004; Juknat y cols,
2005).

Nuestros resultados avalan esta teoria y aportan una nueva hipotesis en los
mecanismos de accion de la melatonina; al efecto antioxidante ejercido sobre
las células incubadas con rotenona, se ha de sumar su posible accion directa

sobre el poro de transicion, impidiendo su apertura y, con ella, la liberacion
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al citosol de citocromo ¢, AIF y otras moléculas proapoptoticas que induciran
finalmente la muerte de las células. Este doble efecto hace que la proteccion
de la melatonina frente a la apoptosis se vea reforzada y ejerza un efecto
inhibidor superior al que cabria esperar si ambas acciones se tienen en cuenta

por separado.

De los resultados obtenidos podemos comentar varios aspectos: en
primer lugar, destacar que la ausencia de células necréticas, lo cual corrobora
que la dosis empleada de rotenona causa un estrés oxidativo inductor de
apoptosis; en segundo lugar, que la melatonina se muestra muy efectiva para
impedir la muerte celular a las dos dosis empleadas, inhibiendo la apoptosis
casi por completo y de una forma mas eficiente que la CsA, como sucede en
otros modelos experimentales similares (Mayo y cols, 1998; Mayo y cols, 1999;
Feng y Zhang, 2004), y en tercer lugar, el efecto proapoptético que presenta
la indolamina cuando se tratan los cultivos, en ausencia de rotenona, con
dosis crecientes de melatonina. Este efecto puede deberse al papel protector
de la melatonina como regulador de la proliferacion en células cancerosas
(Sainz y cols, 2003). En nuestro caso el efecto proapoptético en las PC12 no es
dosis-dependiente, sino que presenta un maximo a bajas concentraciones (10
nM) y desciende cuando la dosis de melatonina es mayor (1 mM). Las células
PC12, aunque estan diferenciadas y su capacidad proliferativa deprimida,
siguen manteniendo un caracter tumoral que explica este efecto

proapoptotico de la melatonina sobre ellas.

En los ultimos anos han surgido multitud de estudios que pretenden
descubrir los mecanismos de accion de la melatonina frente a células o tejidos
tumorales. Por un lado, parece que su capacidad es meramente
antiproliferativa, que no induce directamente a la muerte celular (Karasek y
cols, 1998; Cos y cols, 2002), pero se han encontrado evidencias de que la
melatonina es capaz, ademas, de incrementar la apoptois en ratones con
cancer de colon inducido (Melen-Mucha y cols, 1998). En cuanto al mecanismo

o los mecanismos de accion de la melatonina, aun no estan esclarecidos. En
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cancer de mama, se ha sugerido que la melatonina actua a través de sus
receptores de membrana, modulando los niveles de cAMP (Lefebvre y cols,
1995; Eck y cols, 1998). En otros trabajos se asegura la participacion de bax y
bcl-2 en el caracter proapoptético de la melatonina (Gong y cols, 2003),
mientras que en células H22 de hepatocarcinoma se sugiere un alargamiento
del ciclo celular como mecanismo antiproliferativo de la melatonina (Qin y
cols, 2004).

De todos los resultados mostrados en esta tesis, se puede deducir que la
melatonina es un excelente agente neuroprotector en los procesos
degenerativos que acompanan al parkinsonismo. Su papel antioxidante vy
depurador de radicales libres protege a la célula y, sobre todo, a la
mitocondria (organulo fuente y diana de especies radicales) del dafo
producido por el estrés oxidativo, causante de la progresion del dano neuronal
en la EP. Pero ademas, la melatonina actia como un excelente protector
frente a la apoptosis, mecanismo de muerte celular que se activa en las
neuronas dopaminérgicas danadas. La melatonina es, pues, un buen candidato
para paliar los sintomas que acompanan a la degeneracion en la enfermedad

de Parkinson.
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De los resultados obtenidos se deducen la siguientes conclusiones:

1. La incubacion de células PC12 diferenciadas con rotenona representa

un buen modelo experimental de EP in vitro.

2. La melatonina protege a la mitocondria del dano ocasionado por la
rotenona, recuperando la funcionalidad fisiolégica de aquella. Este
efecto se realiza a tres niveles:

e Recuperando la actividad del complejo |
e Restableciendo la produccion de ATP

¢ Manteniendo el potencial de membrana

3. La melatonina contrarresta el estrés oxidativo inducido por la
rotenona, normalizando el indice GSSG/GSH y aumentando la actividad
de GRd y GPx.

4. La melatonina inhibe la apertura del poro de transicion mitocondrial

inducida por la rotenona.

5. Debido a su efecto antioxidante e inhibidor de la apertura del poro de
transicion, la melatonina previene la muerte celular por apoptosis

inducida por la rotenona.
6. En todos los casos, la melatonina es mas eficiente que la CsA para

recuperar el estado redox celular y proteger a la mitocondria y a la

célula del daio ocasionado por la rotenona.
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