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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 más frecuente. Son las 

llamadas enfermedades degenerativas, en las que un proceso patológico, de 

etiología diversa y a veces poco conocida, provoca la pérdida progresiva de 

ciertas funciones vitales para el paciente, haciendo disminuir drásticamente 

su calidad de vida. El tratamiento actual de estas patologías se centra en 

paliar sus síntomas. Es, por tanto, de vital importancia dedicar el esfuerzo y 

los medios necesarios para investigar cuáles son las causas primarias que 

originan estas alteraciones. 

 

     La enfermedad de Parkinson (EP) es, después de la enfermedad de 

Alzheimer, la segunda de las patologías neurodegenerativas más frecuentes; 

afecta por igual a distintas razas y sexo, y se calcula que su prevalencia en 

España es del 1%. La edad media de comienzo está en torno a los 55 años y, 

aunque existen formas tempranas de la enfermedad (un 5-10% de los 

pacientes son menores de 40 años), la mayoría tienen entre 50 y 80 años de 

edad (Costa y cols, 2001). 

 

     La descripción de Parkinson aún cautiva por su exposición de la postura y 

los movimientos característicos de los pacientes que sufren esta enfermedad: 

 

... movimientos trémulos involuntarios, con reducción de la energía 
muscular, en partes del cuerpo inactivas, incluso si están apoyadas, con una 
propensión 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. 
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    La enfermedad fue descrita por primera vez por el británico que le dio su 

nombre, James Parkinson a principios del siglo XIX, denominándola “shaking 

palsy”, lo que podría traducirse como “parálisis agitante”. La EP es un 

trastorno degenerativo que afecta de manera muy selectiva a un grupo de 

neuronas de una región del cerebro conocida como sustancia negra, llamada 

así porque sus neuronas contienen un pigmento coloreado, la neuromelanina, 

que las hace visibles al microscopio electrónico. 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 

información 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 neurológico del movimiento y que en la EP están dañadas, 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 

desempeñaban un importante papel en el daño cerebral en la EP (Hassler, 

1937), afirmación que fue materializada años más tarde con la publicación de 

varios trabajos (Greenfield y Bosanquet, 1953; Denny-Brown, 1962). Por estas 

fechas, se postuló la EP como el primer ejemplo de trastorno cerebral debido 

a la falta de un único neurotransmisor. A mediados de los cincuenta, Arvid 

Carlson  demostró que el 80% de la dopamina del cerebro se encuentra en los 

ganglios basales (Carlson, 1955). Poco después Oleh Hornykiewicz  descubrió 

que el cerebro de los pacientes de Parkinson tenía un déficit de dopamina en 

el cuerpo estriado, y sobre todo en el putamen (Hornykiewicz, 1963). La 

implicación de todas estas estructuras cerebrales en la patogénesis de la EP 

condujo a un exhaustivo estudio de los ganglios basales en las últimas 

décadas, llegando a la formulación de un modelo de organización 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). 
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1.1 Ganglios basales 

 

     Para entender cómo la pérdida de DA en el estriado puede causar 

deficiencias motoras, es necesario revisar la anatomía, fisiología y 

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

 

1.1.1 Anatomía de los ganglios basales 

 

     El término “ganglios basales” se refiere a una colección de estructuras 

subcorticales y circuitos que enlazan el tálamo con la corteza cerebral. Las 

estructuras anatómicas que forman los ganglios basales incluyen: 

 

- estriado (caudado, putamen y accumbens) 

- globo pálido interno (GPi) y globo pálido externo (GPe) 

- núcleo subtalámico (STN) 

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

 

     Estas estructuras, junto con cerebelo, tálamo y corteza frontal, 

constituyen un complejo sistema que funciona de manera integrada para 

garantizar la organización y ejecución de patrones normales de movimiento; 

varios circuitos segregados, corteza – ganglios basales – tálamo – corteza, 

interactúan con regiones separadas del estriado, globo pálido y tálamo. Estos 

circuitos desempeñan un papel importante en las funciones esqueletomotoras, 

oculomotoras y cognitivas. El circuito motor es esencial en la programación, 

iniciación y ejecución del movimiento, y  alteraciones en su función se 

relacionan directamente con los signos y síntomas de los estados hipo e 

hipercinéticos de la EP. 
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    En la figura 1 se muestran los circuitos neuronales de los ganglios basales. 

El circuito motor o vía córtico-estriatal, se inicia en las regiones de la corteza 

cerebral que se relaciona con el control de los movimientos (área motora 

suplementaria, corteza promotora, corteza motora, corteza somato-sensorial) 

y se dirige a la porción motora del estriado (al putamen) en forma de una vía 

topográficamente organizada.  

    Desde el putamen salen vías destinadas al globo pálido, a la sustancia 

negra, al núcleo subtalámico y al tálamo. Desde este núcleo (núcleos 

ventrales anteriores y laterales del tálamo) vuelve el circuito al área motora 

suplementaria y al área promotora. Queda así definida una organización de 

realimentación 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 

información necesario para la planificación y activación de los movimientos y 

de la regulación de los ajustes posturales requeridos en relación a estos 

movimientos. 

 

 

1. Hemisferio cerebral 
2. Corteza premotora 
3. Área motora suplementaria 
4. Corteza motora 
5. Corteza somatosensorial 
6. Axones córtico-estriatales 
7. Tálamo 
8. Sustancia negra (SNr, SNc) 
9. Núcleo subtalámico (STN) 
10. Globo pálido (GPi, GPe) 
11. Putamen (estriado) 

 

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

 4 
 



      

1.1.2 Neurotransmisión del circuito motor 

 

    Desde el punto de vista neuroquímico, en el complejo estructural formado 

por corteza – ganglios basales – tálamo – 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 núcleos son 

cruciales para la organización del movimiento, ya que constituyen vías de 

relevo en un extenso circuito neuronal. Desde las áreas motoras de la corteza, 

fibras glutamatérgicas proyectan hacia el estriado, en concreto hacia el 

putamen, para establecer sinapsis glutamatérgicas excitadoras con los 

receptores inotrópicos de glutamato AMPA y NMDA en las neuronas 

GABAérgicas. A su vez, esas neuronas del estriado dan origen a dos vías que 

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

 

• Una de ellas, la “vía directa”, GABAérgica, que también 

contiene dinorfina y sustancia P, que expresa receptores 

dopaminérgicos D1, proyecta directamente del putamen a las 

neuronas del GPi y la SNr sobre las cuales ejerce un efecto 

inhibidor. 

• Las neuronas del cuerpo estriado, que expresan receptores 

dopaminérgicos D2 y el péptido encefalina, generan proyecciones 

inhibidoras GABAérgicas (“vía indirecta”), hacia el GPe, cuyas 

neuronas también GABAégicas inhibidoras proyectan al STN; de 

éste último se originan fibras glutamatérgicas excitadoras al GPi 
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y a la SNr. Las fibras de la vía indirecta, por tanto, producen 

inhibición del GPe, desinhibición del STN y excitación del GPi y 

SNr. 

 

    

 

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: ácido gamma amino 
butírico, DA: dopamina, D1 y D2: receptores dopaminérgicos. 

    

    El GPi proyecta sus axones GABAérgicos al tálamo, cuyas fibras excitadoras 

glutamatérgicas se proyectan finalmente hacia la corteza motora (Escobar, 

2003). Los efectos opuestos de impulsos inhibidores de la vía directa y 

excitadores de la indirecta, facilitan y suprimen respectivamente la actividad 

motora, cerrándose así el circuito. Por otro lado, la vía nigro-estriatal 

dopaminérgica, que se origina en las neuronas pigmentadas de la SNc, modula 
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el efecto glutamatérgico de la proyección córtico-estriatal por medio de un 

efecto dual sobre las neuronas del estriado: excita las neuronas que expresan 

receptores D1 en la vía directa, e inhibe las que expresan receptores D2 en la 

vía indirecta (Parent y cols, 1999; Obeso, 2000). El equilibrio entre la 

interacción constante de los componentes de este complejo circuito neuronal 

garantizan la correcta ejecución de los movimientos.  

 

1.2. Fisiopatología de la enfermedad de Parkinson 

      

    La EP se caracteriza, como ya hemos comentado, por la pérdida de 

neuronas de la SNc, así como por la aparición de unas inclusiones 

citoplasmáticas eosinófilas conocidas como cuerpos de Lewy, las cuales no son 

exclusivas de las neuronas dopaminérgicas y que aparecen también en otras 

patologías 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 

alteración funcional de los ganglios basales. Se sabe con certeza que la 

afección clave es la degeneración en la vía nigro-estriatal, debida a la muerte 

neuronal en la parte compacta de la sustancia negra. 

         La pérdida de dopamina produce una enorme desinhibición de las 

neuronas de cuerpo estriado que expresan los receptores D2 de dopamina en 

la vía indirecta que, a su vez, produce un aumento de la inhibición en el GPe 

y desinhibición 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 núcleos motores del tálamo, 

provocando el desequilibrio característico de la EP (Alexander y cols, 1990; 

Obeso, 2000). En los casos avanzados de la enfermedad hay un descenso de 
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las neuronas pigmentadas dopaminérgicas en la SNc de hasta un  70% 

(descenso de pigmentación apreciable fácilmente mediante microscopía 

electrónica).   

    En conclusión, en ausencia de dopamina se produce un incremento de la 

actividad del GPi y de la inhibición talámica. La hiperactividad tónica de estas 

estructuras impiden los cambios de programas a tiempo en el área 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) (Álvarez y cols, 2001).  

 

 

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: ácido 
gamma amino butírico, DA: dopamina, D1 y D2: receptores dopaminérgicos.   
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1.2.2 Cuerpos de Lewy 

      

    Los cuerpos de Lewy (CL) se describieron en 1912 y se relacionaron con la 

degeneración de la sustancia negra propia de la EP poco después; hoy en día 

constituyen uno de los principales marcadores histopatológicos de la 

enfermedad. Los CL son inclusiones eosinófilas citoplasmáticas esféricas, 

constituidas principalmente por neurofilamentos y diversas proteínas, sobre 

todo α-sinucleína (Spillantini y cols, 1997). Se localizan en neuronas 

monoaminérgicas de la sustancia negra y otros núcleos del tronco, diencéfalo 

y prosencéfalo. 

 

    La α-sinucleína, ubicada normalmente en las sinapsis neuronales, se 

expresa abundantemente durante la maduración cerebral y parece estar 

implicada en la plasticidad neuronal y sinápica, en la diferenciación y 

supervivencia celular y en la neurotransmisión dopaminérgica  (Quijano, 

2001). Se acumula en los CL y otros depósitos 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). 

Además, el hecho de que la mayor parte de las proteínas que forman los CL se 

encuentren fosforiladas y que la enzima superóxido dismutasa esté presente 

en ellos, sugiere la implicación de mecanismos oxidativos en la formación de 

los CL (Obeso y cols, 2002). 

     

    En la actualidad se lleva a cabo un intenso trabajo de investigación dirigido 

a demostrar qué defectos en el sistema de degradación proteica asociado a la 

ubiquitina, conducen a la agregación proteica que da lugar a los CL. Parece 

claro que mutaciones en el gen que codifica para la α-sinucleína  y/o  en el 

gen parkin, que codifica para una proteína semejante a la ubiquitina, están 

muy relacionadas con la formación de los CL (Gwinn-Hardy y cols, 2002).  
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    Al igual que ocurre con el resto de inclusiones intraneuronales en las 

enfermedades neurodegenerativas, la importancia etiopatológica de los CL no 

está aclarada; no se ha definido si representa neuronas en proceso de 

degeneración o si se trata, en cambio, de una respuesta a un proceso tóxico, 

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 pigmentación de la sustancia 
negra como consecuencia de la degeneración de sus neuronas 
dopaminérgicas y cuerpos de Lewy presentes en el citoplasma de algunas de 
las neuronas supervivientes.  
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1.3 Etiología de la enfermedad de Parkinson. Papel del estrés oxidativo 

    La causa de la muerte neuronal en la EP aún no se conoce con exactitud. 

Actualmente se barajan varias hipótesis como factores etiológicos, entre los 

que se incluyen genéticos, ambientales, mitocondriales, inflamatorios, 

excitotóxicos, aunque lo más probable es que sea una combinación de varios 

de ellos lo que propicie el inicio de la enfermedad. El estrés oxidativo se 

considera actualmente como uno de los mecanismos más importante en la 

etiopatología de la EP y aparece como denominador común en la práctica 

totalidad de las hipótesis formuladas para el desarrollo y propagación del 

daño neuronal. Está especialmente implicado en las alteraciones de las 

funciones mitocondriales y es el vehículo principal del daño ocasionado en los 

procesos excitotóxicos. 

 

1.3.1 Estrés oxidativo en la enfermedad de Parkinson 

     En las últimas décadas se ha considerado a los radicales libres como una 

posible causa en la génesis de la EP y a la mitocondria como orgánulo fuente y 

diana de los mismos. El deterioro en la actividad mitocondrial contribuye a la 

generación de radicales libres, pero los radicales procedentes de otra fuente 

cercana, como el catabolismo de la propia dopamina, también causan daños 

en los complejos de la cadena de transporte electrónico (CTE), más 

susceptibles al estrés oxidativo, generándose aún más especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS) (Fariello, 1988). 

  

Catabolismo de la dopamina. Implicación del hierro.  

      

    Las neuronas dopaminérgicas de la SNc son particularmente vulnerables a 

la degeneración (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 síntesis de DA por medio de la tirosina hidroxilasa (TH) 

como en su metabolismo enzimático normal, vía monoamino oxidasa 

(MAO), se genera H2O2  (figura 5), que en presencia de metales, 

como el hierro contenido en estas neuronas, puede originar, a 

través de la reacción de Fenton, radicales libres más peligrosos. 

 

HO CH2 C

NH3

H

COOH

HO CH2 C

NH3

H

COOH

HO CH2 CH2

HO

HO

NH3

Tirosina

Tirosina
Hidroxilasa

Tetrahidrobiopterina
+ O2

Dihidrobiopterina
+H2O2

Dihidroxifenilalanina
(L-DOPA)

Aminoácido
aromático
descarboxilasa

CO2

A) B)

Dopamina

HO CH2 CH2

HO

NH3

Dopamina

HO CH2 CH2 NH3

OH3C
3-Metoxitiramina

HO CH2 COOH

HO

Acido 3,4-Dihidroxifenil-
acético (DOPAC)

HO CH2 COOH

OH3C

Acido 3-metoxi-4-Dihidroxifenil-
acético (HVA)

Norepinefina

MAO
AD

MAO
AD

COMT

COMT

 

H2O2H2O2

H2O2

 

Figura 5. Vías de síntesis (A) y degradación (B) enzimáticas de la dopamina. La 
tirosina hidroxilasa es la enzima principal en la ruta de síntesis de la dopamina. En 
este proceso se libera H2O2, aunque es la acción de la MAO, en su catabolismo, la 
que más peróxido libera. 

 

 La DA, una vez sintetizada, es captada por un sistema dependiente 

de energía y almacenada en vesículas en forma de complejos 

proteínicos. La DA que queda libre en el citosol es deaminada por la 

MAO y deshidrogenada por la alcohol deshidrogenasa (AD) originando 

DOPAC, principal metabolito de la DA; en estas reacciones 

enzimáticas sucesivas se libera H2O2, 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 así su autooxidación. Otra vía de degradación de la 

DA es la metilación 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 vía de degradación tiene lugar fuera de la neurona 

(Wood y cols, 1988; Brown, 1991). 

 

2) La autooxidación no enzimática de la DA produce neuromelanina. 

Esta proteína tiene un papel citoprotector en condiciones normales 

y actúa secuestrando iones metálicos (sobre todo hierro). Sin 

embargo, la presencia de un exceso de H2O2 oxida al hierro 

formando radicales OH· siguiendo la reacción de Fenton (Fahn y 

cols, 1992; Jellinger y cols, 1992, Jenner y cols, 1992). 

Curiosamente, la mayoría 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 

oxidación espontánea originando radicales O2·¯ y semiquinonas 

(SQ·), que reaccionan a su vez con más moléculas de DA generando 

un elevado número de ROS (Kondo y cols, 1996; Aguilar y cols, 

1998). 

 

                     DA  +  O2             SQ·  +  O2·¯   +   H+       (en presencia de Fe2+) 

                     DA  +  O2·¯  +  2 H+             SQ·  +  H2O2

                     H2O2   +   Fe2+           Fe3+ +  OH·  +  OH-        (Fenton) 

                     O2·¯   +    H2O2             O2  +  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 destoxificación basal (Damier y cols, 1993).  

 

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

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

caso de la EP, donde se ha observado: 

a) un aumento de los niveles de Fe3+ en la SNc (Rieder y cols, 1989; 

Jellinger y cols, 1990) que posteriormente se demostró que estaba 

relacionado con el estrés oxidativo, según 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 

expresión de receptores de lactoferrina en las neuronas 

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

 

b) 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 producción de H2O2 y 

ROS que de él y de la presencia de hierro (también elevada) se 

derivan. 

 

c) un aumento en la relación glutation oxidado/glutation reducido 

(GSSG/GSH), incrementandose así la concentración de radicales OH· 

tóxicos (Sian y cols, 1994). Esta desregulación en las reservas de 

glutation constituye uno de los defectos bioquímicos primarios en la 

EP. El deterioro de la destoxificación dependiente de GSH se puede 

ver afectado por un aumento de la dopamina recaptada, que, al 

metabolizarse vía MAO, puede por sí misma originar más H2O2 y 

agotar las reservas de GSH. Además, un descenso de GSH va 
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acompañado de una caída de la catalasa (Ambani y cols, 1975) y de 

la expresión de GPx (Kish y cols, 1985). Todo esto alimenta el 

círculo vicioso de la producción de ROS, cuya concentración 

aumenta de forma exponencial. 

d) en cerebros de pacientes de EP se ha encontrado un descenso en los 

niveles de ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) y un aumento de los 

niveles de compuestos que reaccionan con ácido tiobarbitúrico, 

indicadores de peroxidación lipídica y la presencia de 8-hidroxi-2-

deoxiguanosina, un marcador de daño oxidativo al DNA (Dexer y 

cols, 1989; Sánchez-Ramos y cols, 1994) 

e) activación de las células de la microglía en la SNc en degeneración 

(McGeer y cols, 1988), las cuales producen NO y citoquinas, como 

el TNF-α. Además la expresión de la oxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS) está 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 

generación 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 energía de la célula. En ella tiene 

lugar la fosforilación oxidativa y la síntesis de ATP. En condiciones aerobias, la 

fosforilación oxidativa acoplada a la transferencia de electrones a través de la 

CTE es responsable de la producción del 90-95% del ATP que genera la célula 

(Skulachev, 1999). 

 

    La CTE tiene como misión oxidar los equivalentes reductores (NADH y 

FADH2) generados en el ciclo de Krebs por la oxidación del acetilCoA, que 
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procede de la combustión de los principios inmediatos. La cadena respiratoria 

está formada por cinco complejos multiproteicos unidos a la membrana 

interna de la mitocondria y por proteínas transportadoras (citocromos) 

ensambladas entre ellos. Los complejos I y II reciben electrones de la 

oxidación del NADH y del succinato, respectivamente, y los donan a la 

coenzima Q (CoQ), transportador electrónico lipídico. El CoQ reduce a su vez 

al citocromo c, transportador electrónico que puede desplazarse por el 

interior de la membrana interna. Por último, el complejo IV acopla la 

oxidación del citocromo c con la reducción del O2 a agua. Las reacciones de 

los complejos I, III y IV proporcionan energía para bombear protones a través 

de la membrana interna, originando un gradiente protónico en la membrana 

interna asociado a una diferencia de potencial (∆Ψm~ 0.15 V). Los protones 

vuelven a entrar en la membrana a través de un canal específico en el 

complejo V. La energía liberada por este proceso impulsa la síntesis 

endergónica de ATP a partir de ADP y fósforo inorgánico (figura 6) (Lehninger, 

1965; Mitchell, 1979).  
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     En los años 80 y a raíz del descubrimiento de que una toxina sintética (el 

MPTP) producía síntomas de parkinsonismo en heroinómanos que consumían 

droga adulterada con esta sustancia (Langston y cols, 1983), se empezó a 

estudiar el papel que la inhibición del complejo I  podía tener en la 

patogénesis de la EP. El MPP+, metabolito activo del MPTP, es un potente 

inhibidor del complejo I de la CTE, y esta inhibición puede tener como 

consecuencias un descenso en la producción de ATP, un aumento del estrés 

oxidativo y una inducción muerte celular por apoptosis y (Nicklas y cols, 

1985).  

 

     Otros datos sugieren que los pacientes de EP sufren un defecto sistémico 

en el complejo I, que afecta tanto al cerebro como a tejidos periféricos. En 

1989 se encontró que pacientes de EP presentaban deficiencias en la actividad 

del complejo I mitocondrial en cerebro, plaquetas (Mizuno y cols, 1989; 

Parker y cols, 1989; Schapira y cols, 1989) y músculo (DiMauro, 1993). En 

plaquetas aparece aproximadamente un 25% de pérdida en la actividad del 

complejo I (Greenamyre y cols, 2001) y un 30-40% en la SNc (Schapira y cols, 

1990). 

 

    El origen del daño en el complejo I aún 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 señala al estrés 

oxidativo como causante de los daños en el mtDNA (Sherer y cols, 2002a). La 

proximidad de la MAO (ubicada en la membrana mitocondrial) apoya esta 

hipótesis, ya que puede actuar como fuente de radicales libres a este nivel. 

Por otra parte también se ha propuesto que la exposición a agentes 

ambientales tóxicos (como el caso del MPTP, el paraquat o la rotenona) es la 

causa la inhibición de este complejo (Schapira, 1998; Le Couteur y cols, 

1999). 
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     La inhibición 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 

reducción en la producción de ATP. El complejo I es el que mayor control 

ejerce sobre la respiración mitocondrial (Nicholls y cols, 2000) y su inhibición  

hace que tenga lugar un escape masivo de electrones hacia el complejo II, 

que genera de 5 a 7 veces más radicales libres que cuando los electrones 

pasan por el complejo I (Dykens, 1994).  La inhibición del complejo I (figura 

6) permite que el complejo III se pueda reducir, y, por tanto, continúe el flujo 

electrónico hasta la oxidasa terminal de la cadena. No obstante, este flujo 

está mermado ya que los electrones no han podido ser canalizados bajo el 

primer controlador de la cadena y el poder reductor disponible procede sólo 

del FADH2, que va directamente al complejo II. Esto hace que el complejo I 

sea más vulnerable que el resto de complejos de la CTE al estrés oxidativo y 

que, al mismo tiempo, actúe como fuente de ROS. 

 

    El mecanismo por el cual la disfunción en el complejo I conduce a una 

selectiva neurodegeneración en la EP está aún por dilucidar. No obstante 

queda claro que la reducción en la actividad del complejo I predispone a la 

excitotoxicidad y al daño oxidativo, ambos implicados en la etiopatogénesis 

de la EP (figura 7). 
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Figura 7. Resumen de la posible vía mitocondrial implicada en la enfermedad de Parkinson. 
La función mitocondrial se ve comprometida endógenamente por defectos en el complejo I. 
La mitocondria está involucrada en el metabolismo de la dopamina; la MAO B se localiza en 
la  membrana mitocondrial externa, donde genera especies reactivas de oxígeno. 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 
transición, inducen la muerte celular por apoptosis. La mitocondria actúa como 
amortiguador celular de Ca2+. Los receptores NMDA median en un efecto excitotóxico 
incrementando la concentración de Ca2+ 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 vías de 

excitación neuronal. Entre ellas, interviene en la vía excitadora del circuito 

'corteza - ganglios basales - tálamo - corteza' y cuya conexión nigroestriatal se 

degenera en la EP. El glutamato actúa a nivel de dos grupos de receptores: los 

ionotrópicos (N-metil-aspartato o NMDA y no-NMDA) y los metabotrópicos 

(Nakanishi, 1992). La excitotoxicidad del glutamato fue descrita por primera 

vez en los años 70 (Olney y cols, 1971), y se refiere a la activación excesiva de 

los receptores ionotrópicos que conduce a la apertura de canales iónicos 

asociados a la entrada masiva de Ca2+ en la célula (Meldrum y cols, 1990). El  
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aumento en los niveles de Ca2+ citosólico activa numerosas enzimas Ca2+-

dependientes, entre ellas la nNOS, que cataliza la síntesis de NO. Cuando 

tiene lugar una sobreexcitación de los receptores NMDA por mayor presencia 

de glutamato, el NO daña 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). Además, el estrés oxidativo puede activar la poli ADP-ribosa sintetasa 

(PARS), enzima nuclear que interviene en los procesos de reparación del DNA 

(Gaal y cols, 1987). Este enzima se activa cuando se daña la molécula de DNA 

y añade unidades de ADP-ribosa a proteínas nucleares tales como las histonas 

con el fin de facilitar el acceso de las enzimas encargadas de reparar el DNA 

dañado.  

 

    Por otra parte, el glutamato por sí solo es capaz de inhibir la recaptación 

de la cisteína, molécula precursora de la síntesis intracelular de glutation. 

Esto provoca un descenso de las defensas antioxidantes de la neurona  y 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 activación de la PARS, algo en un principio necesario y 

beneficioso para la célula, puede consumir las reservas de energía celular 

que, con un defecto mitocondrial asociado al estrés oxidativo, ya están 

bastante mermadas (Figura 8). 
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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 vía nigroestriatal, las neuronas de núcleo subtálamico 

están sobreactivadas (Bergman y cols, 1990). Estas células son excitadoras y 

glutamatérgicas y además sus terminaciones actúan sobre neuronas de la 

sustancia negra (ver figura 3). De esta manera se acentúa el daño, ya 

existente per sé, sobre las neuronas dopaminérgicas.  

 

1.3.2. Procesos inflamatorios                 

 

    Desde que McGeer y sus colaboradores, en 1988, describieron la activación 

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 última década multitud de trabajos han demostrado 

la importancia que estos fenómenos pueden tener en la fisiopatología de la 

enfermedad. Actualmente se considera que la inflamación puede estar 

estrechamente ligada a la muerte neuronal y, por tanto, a la progresión de la 

enfermedad (McGeer, 1997; Teismann y cols, 2003; Barcia-González y 

Herrero-Ezquerro, 2004). 

    Las células gliales, y fundamentalmente la microglía, 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 dañinos (Benveniste y cols, 

2004). 

 

    La evidencia de la activación microglial en la SNc de pacientes 

parkinsonianos tiene un significado importante; la microglía activa se 

caracteriza por la expresión del antígeno de histocompatibilidad de clase II 
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(MHC II), que en humanos se denomina específicamente HLA-DR (del inglés, 

Human Leukocyte Antigen). La expresión de este antígeno se relaciona con la 

presentación de antígenos a los linfocitos T, que tienen un alto poder 

citolítico (Watts y cols, 2003). La microglía responde normalmente a daños 

traumáticos o a la presencia de elementos patógenos, migra y prolifera en el 

lugar de la lesión y, una vez activada, en el lugar de la inflamación expresa el 

antígeno MHC II, se convierte en fagocítica y cambia su morfología. Las 

células microgliales activadas liberan diferentes citoquinas (TNF-α, que 

además induce la activación del factor de transcripción NF-κB; IL 1-β; IL 1-α; 

interferón-γ), 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 

experimentación (Barcia y cols, 2002)) y reclutan linfocitos en la región 

alterada, que pueden potenciar el daño en el sistema nervioso central 

(Gónzalez- 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 acción 

cíclica de los procesos inflamatorios en las neuronas dopaminérgicas de la SNc 

en el parkinsonismo; un factor inicial (o suma de factores desencadenantes) 

induciría la muerte en estas neuronas. La muerte neuronal a su vez activaría 

la microglía residente en el parénquima, y esta última liberaría los factores 

inflamatorios como citoquinas o factores de crecimiento, que podrían activar 

diferentes procesos inflamatorios como la proliferación de células 

astrogliales, reclutamiento de células del torrente sanguíneo o aumento de la 

vascularización. Estos eventos podrían ser los responsables de nueva muerte 

neuronal, ya sea por acción directa de citoquinas liberadas (tóxicas per sé) 

sobre receptores neuronales, o bien por acción del sistema inmune celular. 

Este fenómeno se podría presentar de forma cíclica, activando y perpetuando 

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

 

 

     La actividad secretora de la microglía se ha asociado a otras enfermedades 

como el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la esclerosis 

múltiple o la malaria cerebral. Sin embargo, en el parkinsonismo queda por 

esclarecer si esta activación microglial es causante de la muerte neuronal, es 

consecuencia de la muerte neuronal, y actúa simplemente como recogedor de 

residuos de las neuronas en el proceso de degeneración o si puede perpetuar 

la muerte neuronal cuando existe algún factor que active los procesos 

inflamatorios, ya sea genético, tóxico o ambiental (Barcia-González y Herrero-

Ezquerro, 2004).   
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1.3.3. Factores genéticos 

     El mtDNA codifica para algunas proteínas 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 I de pacientes de EP pueden tener su 

raíz en daños en el código 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 está muy próximo a la fuente 

principal de radicales libres. Al carecer de intrones y estar desprovisto de 

histonas y otras proteínas, el mtDNA tiene una probabilidad 20 veces más alta 

que el nuclear de sufrir modificaciones en las áreas codificantes (Schapira y 

Cooper, 1992; Ozawa, 1995). Tras la inducción de estrés oxidativo en cultivos 

celulares, el daño que sufre el mtDNA es mayor y más duradero que el 

experimentado por el DNA nuclear (Yakes y Van Hounten, 1997), indicando 

que los mecanismos de reparación del mtDNA son prácticamente nulos 

comparados con los del nuclear.  

    La primera mutación específica del mtDNA asociada con la EP la describió 

Ikebe, quien detectó en el estriado de pacientes con Parkinson deleciones 

puntuales en el mtDNA (Ikebe y cols, 1990). Esta observación se confirmó con 

posterioridad (Cortopassy y Amheim, 1990; Ikebe y cols, 1995;  Michakiwa y 

cols, 1999) y recientemente se ha experimentado con cíbridos de células de 

neuroblastoma y genes mitocondriales de pacientes de EP esporádico (Kosel y 

cols, 1999; Sherer y cols, 2002b), en los que se presenta una actividad 

reducida del complejo I 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 

mutación 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 

características principales (Huang y cols, 2004).    

    De todos ellos, el gen de la α-sinucleína es uno de los más estudiados, ya 

que fue en el primero en el que se detectó que una mutación (guanina por 

adenina en la posición 209 [G209A], resultando en la sustitución de alalina por 

treonina en la posición 53 [A53T]) en pacientes de EP de una misma familia 

(Golbe y cols, 1990). Posteriormente se encontró otra mutación en este 

mismo gen [A30P] en una familia alemana afectada por la enfermedad (Kruger 

y cols, 1998). Actualmente, una tercera mutación [E46K] se ha identificado en 

una familia española (Zarranz y cols, 2004). La α-sinucleína es una proteína 

soluble de 140 aminoácidos que se encuentra de manera abundante en las 

neuronas y se concentra especialmente en las terminales presinápticas. Se 

sabe que actúa como chaperona en interacciones proteína-proteína y lípido-

proteína (Kim y cols, 2000) y se ha encontrado unida o asociada a multitud de 

proteínas (Sinfilina-1, tubulina, microtúbulos asociados a la proteína TAU, 

proteína quinasa C, tirosina hidroxilasa desfosforilada) (Huang y cols, 2004). 

En pacientes de EP, la α-sinucleína suele aparecer depositada junto con otras 

proteínas en los llamados Cuerpos de Lewy, considerado el principal marcador 

de la enfermedad idiopática (Spillantin y cols, 1997). Todos estos estudios 

reflejan el interés que la regulación y expresión génica de esta proteína 

presenta como  factor de riesgo de la EP. 

 

     El gen nurr1 o nr4A2 es determinante en la diferenciación y 

mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas, lo que lo sitúa en excelente 

posición como gen candidato para la EP. No obstante, son los genes park los 

que codifican para la proteína parkina, los que más 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 peptídicas cortas de ubiquitina a proteínas para prepararlas para su 

degradación vía 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 años 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 proteína 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 combinación entre la predisposición genética junto con 

desencadenantes endógenos y/o exógenos que podrían 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 específicas en parkinsonismo 

Tipo    

    

Gen Localización Herencia Nº familias C. Lewy Signos clínicos 

   Mutación     α-sinucleína 4q21 AD 14         Si 

 Comienzo temprano, 

  progresión rápida,  

  defectos cognitivos 

   Triplicado    α-sinucleína 4q21 AD 2        Si 
 Comienzo temprano, 

 progresión rápida,                          
temblor, demencia tardía 

  Mutaciones         Nurr1 2q22-23 AD 10        Si   Comienzo tardío 

     Unión       PARK3 2p13 AD 6        Si   Comienzo tardío 

     Unión       PARK8 12p11.2-q13.1 AD 3        No   Comienzo tardío 

 Fragmentación  

    del alelo 
     PARK10 1p32  51  Desconocido   Comienzo tardío 

   Mutación       UCHL1 4p14  1  Desconocido   Comienzo tardío 

   Mutación        NF-M 8p21  1  Desconocido 
  Comienzo juvenil,  

  demencia tardía 

   Deleción/ 

   mutación 
      Parkin 6q25-27 AR >60         No  Comienzo juvenil,  progresión       

lenta,   distonía focal 

     Unión PARK6 1p35 AR 9  Desconocido 
 Comienzo temprano,  

  progresión lenta 

  Deleción/ 

   mutación 
DJ-1 1p36 AR 2  Desconocido  Comienzo temprano,  progresión 

lenta,   distonía focal 

 

AD: autonómico dominante, AR: autonómico recesivo, Nurr1: receptor nuclear afín1, UCHL1: ubiquitin C-hidrolasa L1, NF-M: 
neurofilamento medio.
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1.3.4. Factores ambientales 

 

     El caso más conocido de parkinsonismo inducido por un agente tóxico 

externo fue el que tuvo lugar a principios de los ochenta en California, donde 

unos heroinómanos empezaron a presentar signos típicos de la EP (Langston y 

cols, 1983). Posteriormente se supo que dichos pacientes se habían inyectado, 

como contaminante de la droga, una sustancia denominada 1-metil,4-fenil,1-

2-3-6-tetrahidropiridina (MPTP). Cuando los pacientes se volvían a inyectar de 

nuevo la mezcla de drogas, se desarrollaban gradualmente síntomas cada vez 

más persistentes de parkinsonismo. Esto hizo pensar que alguna sustancia más 

común y emparentada estructuralmente con el MPTP captada del entrono o 

producida naturalmente en el cerebro, se hallaba en el trasfondo del 

Parkinson idiopático. Esta teoría se vio apoyada con casos en los que el 

paraquat (herbicida ampliamente usado en agricultura y actualmente 

prohibido) y la tetrahidroisoquinolina (toxina endógena relacionada con la 

degeneración dopaminérgica) inducían también parkinsonismo, dado que su 

estructura química 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 exposición al ambiente y la interacción entre gen-agente tóxico 

ambiental tienen lugar en un momento o periodo de tiempo determinado, 

pero sus efectos no son detectables hasta años después. Además, los síntomas 

más característicos en el proceso neurodegenerativo de la EP suelen deberse 

al resultado aditivo o sinérgico de múltiples factores que concluyen en un 

aumento de la vulnerabilidad del sistema nigroestriatal a daños tóxicos (Di 

Monte, 2003).  

 

       Entre los factores tóxicos ambientales, los de mayor interés de estudio 

son aquellos capaces de ocasionar daño en la vía nigroestriada, como ciertos 

metales y pesticidas: 
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- metales 

 

    Los metales de transición, como el hierro y el cobre, se pueden considerar 

como factores de riesgo en base a su acumulación en la sustancia negra y a su 

participación en las reacciones oxidativas originando H2O2 en la oxidación 

enzimática de la dopamina y radical hidroxilo según las reacciones de Fenton 

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

     Recientemente se ha mostrado que hay metales que interaccionan con la 

α-sinucleína y promueven su fibrilación in vitro (Uversky y cols, 2001). Esta 

interacción puede jugar un papel importante en el desarrollo de la patología 

de la EP, ya que la α-sinucleína es el principal componente de los Cuerpos de 

Lewy. 

 

    Aunque no existen estudios epidemiológicos concluyentes que admitan una 

relación directa entre la exposición a metales y la EP, sí se ha sugerido que la 

combinación de metales (por ejemplo, hierro y cobre) puede aumentar el 

riesgo de desarrollar la enfermedad, siempre y cuando la exposición a los 

mismos se haya dado durante un largo periodo de tiempo (Gorell y cols, 

1999). 

 

- pesticidas 

 

    Se ha demostrado, tanto en clínica como en trabajos experimentales, el 

efecto de los pesticidas como neurotoxinas. Existen muchos estudios 

epidemiológicos que defienden que la exposición 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 están en 

concordancia con los visto en agricultores, donde el riesgo aumenta de 

manera directamente proporcional a la dosis y al tiempo de exposición al 

pesticida; un estudio en Taiwan, revela que el riesgo de padecer EP es de 

hasta seis veces mayor en agricultores que usaron durante más de 20 años el 
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paraquat como pesticida en los campos de arroz (Petrovitch y cols, 2002). 

Además 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 más 

exhaustivo sobre la relación entre el riesgo de padecer EP y la exposición a 

herbicidas, ya que hay que tener en cuenta muchos factores a la hora de la 

recogida de datos entre la población (análisis  prospectivos o retrospectivos, 

población ocupacional o residencial, variabilidad genética de la población, 

etc.) (Di Monte, 2003). 

 

    No obstante, el uso de algunos de estos agentes se ha extendido en 

investigación para emplearlos como tóxicos 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 fibrilación de la α-sinucleína y 

provocan una degeneración de la vía nigro-estriada (Betarbet y cols, 2000; 

Ubersky y cols, 2001). 

 

1.4. Modelos experimentales de Enfermedad de Parkinson. La rotenona 

como tóxico en modelos in vitro con células PC12.  

 

    Los modelos experimentales son necesarios para la ciencia médica y son 

herramientas muy útiles en investigación, ya que permiten comprender la 

patoagénesis de enfermedades desarrolladas en humanos y ser usados como 

objetivos terapéuticos para el tratamiento de dichas patologías. 

    La EP fue la primera enfermedad neurológica 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. 

Así, 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 años se estima que productos químicos usados en 

agricultura, como el paraquat y la rotenona, reproducen situaciones 

características de la EP (aparentemente vía estrés oxidativo) cuando son 

administrados sistemáticamente (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 actuación de 

diversas drogas usadas como nerotóxicos en modelos experimentales de EP. 

 

 

 

 

Terminal nerviosa 
dopaminérgica del 
estridado

Vía 
dopaminérgica 
nigro-estriatal

Cuerpo celular 
dopaminérgico de 
la sustancia negra

MPP+

ROS
DA

DA DA

DA
DA

ROS

ROS

reserpina

Meta-anfetamina

rotenona

paraquat
?

6-OHDA

ROS

ROS

ROSnúcleo

DA

DA

DA

paraquat
?

rotenona mutaciones en el 
gen α-sinucleína

transportador de DA

DA dopamina

ROS radicales libres

mitocondria

Agregados de 
α-sinucleína

Terminal nerviosa 
dopaminérgica del 
estridado

Vía 
dopaminérgica 
nigro-estriatal

Cuerpo celular 
dopaminérgico de 
la sustancia negra

MPP+

ROSROS
DADA

DADA DADA

DADA
DADA

ROSROS

ROSROS

reserpina

Meta-anfetamina

rotenona

paraquat
?

6-OHDA

ROSROS

ROSROS

ROSROSnúcleo

DADA

DADA

DADA

paraquat
?

rotenona mutaciones en el 
gen α-sinucleína

transportador de DA

DADA dopamina

ROSROS radicales libres

mitocondria

Agregados de 
α-sinucleína

Figura 10. Esquema de los principales mecanismos de acción de distintos 
neurotóxicos usados en modelos experimentales de EP. 
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La rotenona como tóxico en modelos experimentales de EP.  

 

    La rotenona es un compuesto natural derivado de las raíces de algunas 

plantas. Se usa comúnmente 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 I de la CTE. Es un compuesto extremadamente lipofílico, por lo que 

atraviesa sin problemas las membranas biológicas y no depende del 

transportador de la dopamina para entrar en el citoplasma, lo que le confiere 

ventaja frente a otros tóxicos inhibidores del complejo I 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 inhibición del complejo I en distintas regiones del organismo, 

dependiendo de la dosis empleada, tiempo de exposición y vulnerabilidad que 

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

 

    Existen protocolos de administración crónica de rotenona a ratas mediante 

infusión sistémica en los que se controla la dosis para producir una inhibición 

sustancial del complejo I, pero con un mínimo impacto sobre la respiración 

mitocondrial (el cerebro presenta un “efecto límite” para no verse privado de 

la respiración aunque el complejo I esté inhibido (Davey y Clark, 1996)). Esta 

inhibición sistémica, uniforme y crónica, mantenida durante un periodo de 

varios días o semanas, causa una degeneración selectiva de las neuronas de la 

sustancia negra (Betarbet y cols, 2000). La degeneración empieza en las 

terminales nerviosas y progresa retroactivamente hacia el soma celular. 

Además, muchas de las neuronas presentan inclusiones citoplasmáticas que, al 

igual que los cuerpos de Lewy en la EP, contienen α-sinucleína y ubiquitina 

(Greenamyre y cols, 2003). La degeneración dopaminérgica va acompañada 
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por un marcado aumento en proteínas dañadas 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 síntomas de parkinsonismo como bradicinesia y rigidez; las ratas 

más afectadas permanecen en posturas flexionadas y sufren las parálisis 

motoras típicas de los estadios más avanzados de la EP (Greenamyre y cols, 

2003).  

 

- Mecanismo de acción de la rotenona 

 

   Los modelos de toxicidad crónica de la rotenona muestran, tanto in vivo 

como in vitro, que este pesticida causa un marcado descenso de glutation, 

acompañado de daño oxidativo a proteínas y DNA (Sherer y cols, 2002b). Se 

cree que hay un sitio de escape de electrones próximo al sitio de unión de la 

rotenona al complejo I (Hensley y cols, 1998). En presencia de rotenona, los 

electrones se escapan del complejo y se combinan con el oxígeno presente 

dando lugar a las conocidas ROS. Estas ROS atacan a las proteínas y al DNA 

causándoles modificaciones específicas que permiten su detección en modelos 

experimentales (Greenamyre y cols, 2003). Así, una inhibición baja, pero 

crónica del complejo I por rotenona, reproduce el daño oxidativo 

característico de la EP. 

          En modelos in vivo, se ha observado una dramática activación de la 

microglía en el tracto nigro-estriatal y una débil activación en áreas no 

dopaminérgicas como la corteza (Sherer y cols, 2002b). La activación de la 

microglía comienza antes de que haya evidencias anatómicas de 

degeneración, sugiriendo que presenta un papel activo en la degeneración 

dopaminérgica en este modelo. Apoyando esta idea, Gao y sus colaboradores 

afirman que en células en cultivo, la rotenona sólo es tóxica en la presencia 

de célula microgliales (Gao y cols, 2002). 
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    En la figura 11 se representa esquemáticamente el efecto de la inhibición 

que la rotenona ejerce sobre el complejo I de la ETC. Posiblemente sean los 

mismos eventos, o muy parecidos, que ocurren en las neuronas de la sustancia 

negra en pacientes de EP. 

 

 

ROTENON

  Figura 11. Representación esquemática del efecto de la inhibición del 
complejo I por la rotenona y su relación 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 acción de 

fármacos y tóxicos y describirlos farmacológica y molecularmente, antes de 

sean corroborados posteriormente con estudios en animales. 

       Uno de los primeros ensayos de citotoxicidad en cultivos celulares con 

tóxicos 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), gránulos cerebelosos (Garber- 
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Goldsman y cols, 1986), cultivos de cresta neural de pollo (Christie y cols, 

1987), células mesencefálicas 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 dañadas por ciertos neurotóxicos inductores de 

parkinsonismo (6-OHDA, MPTP, rotenona). Estos experimentos han conseguido 

avanzar en el estudio de los mecanismos de acción de estas drogas, así como 

en la búsqueda de nuevas sustancias para prevenir el daño. Sin embargo, uno 

de los modelos de estudio en células dopaminérgicas más atractivo y utilizado 

es la línea 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 línea celular 

clonal a partir de un transplante de feocromocitoma de rata. Presenta un 

número de cromosomas (40) muy cercano a la diploidía. Una de las 

características más llamativas es su capacidad de respuesta de forma 

reversible al factor de crecimiento nervioso (NGF). Así, al cabo de una 

semana de cultivo con este factor las células PC12 cesan de dividirse y 

comienzan a emitir neuritas adoptando una morfología neuronal típica (Figura 

12). También comienzan a producirse los potenciales de acción y la 

despolarización 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 

diferenciación irreversible de las PC12 con NGF si se añaden análogos de 

nucleótidos 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 ningún tipo de neuritas. Estos cultivos duplican 

su población cada 92 horas. 
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esde un punto de vista estructural, las PC12 presentan al microscopio 

electrónico una serie de gránulos 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 gránulos son fuertemente 

electrodensos, mientras que otros son más pálidos y granulares. Las células 

contienen en ocasiones, además de esos gránulos, una serie de vesículas más 

pequeñas 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 

β-hidroxilasa) así como sus enzimas catabólicas monoamino oxidasa (MAO) y 

catecol-O-metiltansferasa (COMT). Producen principalmente dopamina y, 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 enzimáticas (Greene y Tischler, 1976). 
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  Debido a su respuesta reversible al NGF, las PC12 son útiles en el análisis de 

las acciones de este factor trófico en la supervivencia neuronal, y de los 

mecanismos de muerte celular inducida por la eliminación de suero o por la 

eliminación de NGF del medio de cultivo (Rukenstein, 1991; Batistatou y 

Grenne, 1991), proceso que induce apoptosis y la fragmentación del ADN en 

pocas horas (Batistatou y Grenne, 1991). Quizá por esta razón Pittman y cols 

proponen esta línea celular como un modelo muy interesante para 

caracterizar los principales eventos que tienen lugar durante la diferenciación 

neuronal (Pittman y cols, 1993). 

 

    Está 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 daño inducido por estrés oxidativo que culmina con la 

muerte neuronal por apoptosis. 

- El empleo de sustancias que puedan rescatar las células del daño 

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 degeneración y posterior desaparición de las 

neuronas dopaminérgicas. En función de cual sea ese mecanismo implicado, se 

podrán adoptar unas estrategias terapéuticas u otras. Además, el 

conocimiento de dicho mecanismo ayudaría aún más a entender la etiología 

de esta enfermedad y, probablemente, al establecimiento de unas pautas a 

seguir para detectar la enfermedad en una fase temprana, cuando aún no ha 

comenzado la degeneración. 

 

    Existen, básicamente, dos tipos de muerte celular: 

 

- Necrosis, o muerte por daño o agresión. La célula muere de forma 

drástica, no aislada, con daño en la membrana plasmática e 

inflamación del tejido circundante 

- Apoptosis, también conocida como muerte celular programada. 

Requiere expresión de nuevos agentes y síntesis de proteínas, y no 

lleva consigo ninguna respuesta inflamatoria 

 

    Las dificultades metodológicas para encontrar células apoptóticas en la SN 

de pacientes de EP, o incluso en modelos animales, son enormes; la 

degeneración es prácticamente del 70% cuando aparecen los primeros 

síntomas de la enfermedad, por lo que los datos que se puedan obtener a 

partir de muestras de estos pacientes están muy limitados. En este sentido, se 

ha determinado apoptosis en el 5% de las neuronas dopaminérgicas de 

pacientes (Agid, 1995). Más recientemente, se han encontrado elevadas 

concentraciones de transglutaminasa en el líquido cerebroespinal en 

pacientes de EP (Vermes y cols, 2004), proteína que se expresa en procesos 

apoptóticos. Otros estudios ponen de manifiesto la implicación de la apoptosis 

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

de dichos pacientes (Horowitz y cols, 2003). 

 

    Por otra parte, los eventos que acompañan a la degeneración de las 

neuronas dopaminérgicas parecen apuntar finalmente hacia la activación de la 

vía de muerte celular programada; la disfunción 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 transición mitocondrial, hecho que precede a la liberación de citocromo c 

y del factor inductor de apoptosis (AIF) del espacio intermembrana al citosol y 

posterior activación de la vía apoptótica en la célula.  

 

2.1. Muerte celular programada. 

 

     En todo organismo multicelular adulto debe existir un equilibrio entre la 

generación o proliferación y la desaparición o muerte de las células que lo 

componen. La alteración de este equilibrio conduce a situaciones patológicas 

como el cáncer, cuando la proliferación aumenta descontroladamente, o las 

enfermedades degenerativas, cuando los procesos de muerte celular están 

incrementados. 

 

    Desde el embrión hasta el organismo adulto fisiológicamente sano, millones 

de células mueren sin dejar cicatrices ni activar células inflamatorias. Este 

fenómeno no tiene lugar de una forma aleatoria, sino que se trata de un 

proceso controlado bien definido genéticamente, en el que las células están 

destinadas a morir en un tiempo fijado. Así, los episodios que rodean a la 

muerte celular programada entran a formar parte de los procesos fisiológicos 

que resultan necesarios para el funcionamiento normal de un organismo. No 

obstante, dependiendo de la etiología, los procesos apoptóticos pueden 

resultar perjudiciales siendo responsables de diversas afecciones y su 

desregulación conduce a situaciones patológicas (Jordán, 2003). 
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  Virchow, en 1858, fue el primer investigador en describir los procesos de 

muerte celular y, basándose sólo en parámetros macroscópicos, los definió 

como degeneración, mortificación 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 caída de las hojas desde los árboles en otoño o la de 

los pétalos de las flores.  

 

2.2. Características morfológicas de la apoptosis. 

    En la tabla 3 se detallan comparativamente la diferencias a nivel 

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

1991).  

Tabla 3. Comparación de las características morfológicas de la necrosis y la apoptosis 

RASGO NECROSIS APOPTOSIS 

Aspecto histológico 

A menudo afecta a células 
contiguas 

 

 

Habitualmente con signos de 
inflamación 

Afecta a pocas células, de forma 
individual 

Las células afectadas contienen 
partículas de cromatina 
condensada en el espacio 
intercelular y dentro de las 
células tisulares 

Sin signos aparentes de 
inflamación 

Cambios ultraestructurales 

en la cromatina 

Agregados pequeños y sin 
textura; desparece en muchos 
casos, cuando se destruye la 
membrana plasmática 

Se condensa en la zona marginal, 
con agregados granulados 
densos, que confluyen en el 
núcleo completo o en cápsulas 
(medias lunas) 

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

Disperso en gránulos, mientras el 
citoplasma está intacto 

Membrana nuclear 

Retiene los poros  hasta la 
degradación citoplasmática. 
Eventualmente se destruye con 
otros orgánulos. 

Sufre una involución progresiva 
disminuyendo de tamaño. 
Retiene los poros adyacentes a la 
eucromatina. A veces se hace 
discontinua, de forma que las 
masas de cromatina se 
encuentran entre los orgánulos 
citoplasmáticos 

Citoplasma 

Hinchazón de todos lo 
compartimentos seguido de una 
ruptura de las membranas y 
destrucción de orgánulos. 
Característica densidad de la 
matriz mitocondrial. 

Mitocondrias intactas 
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   Al microscopio óptico, todas estas características apoptóticas se traducen 

en una intensa basofilia celular, causada por la compactación de la 

cromatina. Al final del proceso de apoptosis, las protuberancias superficiales 

se separan de la célula arrastrando parte del citosol y de los orgánulos, 

formando unas estructuras esféricas, llamadas cuerpos apoptóticos, que 

pueden llevar algún fragmento nuclear. Estos cuerpos aparecen dispersos por 

el tejido y normalmente son liberados a los lúmenes más cercanos o 

fagocitados por macrófagos (Kerr y cols, 1994). 

 

    Los cambios morfológicos que sufre la célula apoptótica van acompañados 

por modificaciones bioquímicas características tales como: 

 

- Incremento moderado, pero sostenido, de la concentración de calcio 

libre en el citoplasma. 

- Cambios en la composición de la membrana celular: traslocación de 

grupos glicanos a la superficie celular que van a actuar como señal de 

reconocimiento, permitiendo la unión de fagocitos y evitando la 

liberación del contenido celular y la posible reacción inflamatoria. 

- Aumento y activación de la síntesis de determinadas proteínas 

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

 

 

    2.3. Mecanismos moleculares de la apoptosis 

 

    Los estudios llevados a cabo a lo largo de los últimos años ponen de 

manifiesto que existen dos vías principales de apoptosis: la vía mitocondrial o 

intrínseca y la vía de receptor de muerte celular (DR) o extrínseca. La vía DR 

está regulada por una enorme variedad de niveles de expresión de dichos 

receptores, los cuales son diferentes según el tipo de célula, mientras que la 

vía mitocondrial está considerada como la principal diana del sistema de 

señalización de supervivencia y su activación depende de diversos factores de 
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estrés celular, como la eliminación de factores de crecimiento, daños en el 

DNA, drogas tóxicas, estrés oxidativo, etc. (Blum y cols, 2001; Evan y 

Vousden, 2001). 

 

    Ambas vías están moduladas por un sistema de proteínas inhibidoras de la 

apoptosis (IAP), altamente conservado y que inhiben la activación 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 Cisteín-proteASAS que hidrolizan a 

su sustrato junto a un residuo de ácido ASPártico (de ahí su nombre).  

 

    Las caspasas se consideran los principales efectores intracelulares de la 

apoptosis. Responden al estímulo apoptótico mediante activación de una 

cascada intracelular proteolítica que ocasiona la activación o inactivación de 

diferentes sustratos celulares y provoca la muerte celular. La primera caspasa 

que se describió fue la caspasa-1 o ICE (Interleukin-1β-Converting Enzyme), 

homóloga en mamíferos de la proteína 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 señales apoptóticas y activan a las caspasas efectoras.  

- efectoras (3, 6, 7 y 14), que proteolizan sustratos celulares 

provocando la desorganización de la célula y los cambios morfológicos 

típicos 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 proteínas que inhiben la muerte celular, 

como las Bcl-2 (Cheng y cols, 1997), proteínas que participan en la reparación 

del DNA o en la organización de la cromatina (Kaufmann y cols, 1993; 

Casciola-Rosen y cols, 1996) y proteínas implicadas en la regulación del 

citoesqueleto (Rudel y Bokoch, 1997).  

 

- Vía apoptótica de receptor de muerte 

 

    Depende de procaspasas que contienen un dominio “efector de muerte” 

que se activa por la unión 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 

cisteína y una secuencia citoplasmática intracelular conocida como “dominio 

de muerte” (DD). Al unirse el ligando tiene lugar una trimerización del 

receptor que provoca el reclutamiento del adaptador de proteínas (FADD, 

dominio de muerte asociado a Fass), que induce la transformación de las 

procaspasas o caspasas iniciadoras (principalmente caspasa 8 y 10) en un 

complejo multimérico (DISC, complejo inductor de la señal 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 activación de la 

caspasa 8 promueve el envío de señales a la mitocondria (a través de la 

activación de proteínas pertenecientes a la familia Bcl-2: Bid, Bax/Bak) 

favoreciendo la liberación del citocromo c al citosol y relacionando las vías 

extrínsecas e intrínsecas de la apoptosis (Sainz y cols, 2003). 
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- Vía apoptótica mitocondrial 

 

    La apoptosis se induce a través de diversos estímulos tanto intra como 

extracelulares. Se trata de agentes que, directa o indirectamente actúan 

sobre la membrana mitocondrial, afectando a su estructura y, por tanto, a su 

función (Green y Kroemer, 1998; Loeffler y Kroemer, 2000). Cuando tiene 

lugar una despolarización de la misma, se anula la regulación de los canales 

iónicos o dependientes de voltaje contenidos en la membrana, de modo que 

se produce una liberación al citosol de diversas moléculas propias de la 

mitocondria. Entre ellas, el citocromo c, normalmente contenido en el 

espacio intermembrana mitocondrial, que es liberado al citosol (Desagher y 

Martinou, 2000). Una vez liberado, el citocromo c interacciona con el 

adaptador de proteínas 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 formación del apoptososma. La procaspasa 9 se activa a 

caspasa 9, actuando sobre otras caspasas efectoras como la procaspasa 3. 

Además 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 

dispersión inicial del núcleo y que parece tener un papel esencial en la 

condensación de la cromatina y la fragmentación del DNA (Lorenzo y cols, 

1999; Daugas y cols, 2000). 

 

    En la figura 14 se muestran las vías intrínseca y extrínseca de la apoptosis 

y la interconexión entre ambas (Sainz y cols, 2003).  
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Figura 14.  Esquema representativo de las vías extrínseca (de receptor de muerte) e   
intrínseca (mitocondrial) de muerte por apoptosis. 

 

2.3.1. Reguladores intracelulares 

 

    Los principales reguladores intracelulares de la muerte celular programada 

son la familia de proteínas relacionadas con Bcl-2, proteína de mamíferos 

homóloga 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 homología a Bcl-2 (BH1-BH4), que 

median en la interacción con proteínas y son esenciales para su función 

(Reed, 1998; Blum y cols, 2001).  

 

    Algunos miembros de la familia inhiben la muerte celular (Bcl-2, Bcl-XL) y 

otros la activan (Bax, Bad, Bid). Puesto que ambos tipos pueden formar 

heterodímeros, 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 mamíferos (Dlamini y cols, 2004). Muchas de 

estas proteínas presentan un dominio c-terminal hidrofóbico que les permite 

anclarse a la cara citoplasmática de las membranas de la mitocondria, del 

retículo endoplásmico y de la membrana  nuclear, de forma que pueden 

registrar daños en dichos orgánulos (revisado por Green y Kroemer, 1998).  

 

    El siguiente nivel de regulación se produce en la interacción entre Apaf-1 y 

las proteínas Bcl-2 y Bcl-XL, que impiden la activación del complejo Apaf-

1/procaspasa 9 (Hu y cols, 1998), además de evitar directa o indirectamente 

la liberación del citrocromo c 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; Li y cols, 1997; Green y Kroemer, 1998). El 

propio Bcl-2 es una proteína integral de la membrana de la mitocondria, y 

previene la apoptosis mediando sólo a través de algunas caspasas (Sutton, 

1997). 

 

2.3.2. Reguladores extracelulares. 

 

    Las proteínas de la familia Bcl-2 y las procaspasas, a su vez, son reguladas 

por señales extracelulares de supervivencia o de muerte. Diversas familias de 

neurotrofinas y factores de crecimiento forman parte de las moléculas 

señalizadoras de supervivencia en el sistema nervioso. Estas moléculas siguen 

diversas vías de señalización intracelulares como: 

 

- Vía de las fosfatidil-inositol-3-quinasas (PI3K), que activan a la 

proteína-quinasa B o Akt (Yao y Cooper, 1995; Dudek y cols, 1997; 

Franke y cols, 1997). 

- Vía de las proteínas-quinasas activadas por mitógenos (MAPK) 

(Parrizas y cols, 1997; Núñez y del Peso, 1998). 
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    La activación de Akt supone la fosforilación directa de Bad (Datta y cols, 

1997) impidiendo que ejerza su función proapoptótica; sin embargo, si Bad 

permanece no fosforilado, se une a Bcl-XL (o a Bcl-2) e inhibe la apoptosis 

(Zha y cols, 1996). 

 

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

de inducción de muerte. Los más caracterizados son los Fas y los TNF. 

 

 

2.4. Mitocondria y apoptosis. Papel del poro de transición mitocondrial. 

 

    La apoptosis puede activarse por distintas vías de señalización, pero todas 

ellas parecen converger hacia un único evento: la permeabilización de la 

membrana mitocondrial. Este “punto de no retorno” en la muerte celular 

programada es un proceso complejo regulado por la propia composición de la 

membrana mitocondrial y por los efectos de la transducción señales 

implicados en los procesos apoptóticos. 

 

    La permeabilización de la membrana permite que diversas proteínas 

proapoptóticas contenidas en el espacio intermembrana de la mitocondria 

(citocromo c, AIF, Smac/DIABLO, endonucleasa G, Omi/HtrA2) sean 

liberadas al citosol donde ejercerán su función inductora de la muerte celular 

(Batandier y cols, 2004).  

 

    Existen dos mecanismos de permeabilización 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 proteínas proapoptóticas 

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 transición 

mitocondrial (PTM). 
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2.4.1 Permeabilización de la membrana mitocondrial. 

 

    La permeabilización de la membrana mitocondrial está regulada por 

diversos agentes pro y antiapoptóticos, así como por distintos metabolitos 

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

son: 

- La sobreexpresión de las proteínas proapoptóticas 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 

conformación y queda insertada totalmente en ella; Bax 

(perteneciente a la familia de Bcl-2) es una proteína citosólica que en 

la apoptosis transloca a la mitocondria insertándose y oligomerizando 

en su membrana externa. La proteína Bax puede permeabilizar 

membranas liposomales y formar canales en bicapas lipídicas planas, 

cuyo tamaño puede ser suficiente para liberar a través de él 

compuestos como el citocromo c (Saito y cols, 2000). Esta 

permeabilización 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 transición 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 interacción con Bax o Bak, generando 

complejos estables con las moléculas antiapoptóticas Bcl-2/Bcl-XL 

(Adams y Cory, 2001). Por su parte, t-Bid es capaz de desestabilizar a 

la membrana mitocondrial, formando canales en la bicapa lipídica 

(Kudla y cols, 2000). 

- Las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL están situadas en la 

membrana mitocondrial y actúan como una barrera frente a la 

permeabilización, bien neutralizando la función de las proteínas 

proapoptóticas de la familia Bcl-2, bien interactuando física o 
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funcionalmente con diversos componentes del poro de transición 

mitocondrial (Kroemer, 1997; Martinou y Green, 2001). 

- Los lípidos de la membrana interna mitocondrial son distintos a los de 

cualquier otra membrana celular; es rica en colesterol libre y es la 

única membrana en eucariotas que contiene cardiolipina. La 

membrana interna posee una cantidad relativamente alta de 

fosfolípidos cargados negativamente, como la fosfatidilserina. Estas 

características determinan la inserción preferente de ciertas proteínas 

en las membranas mitocondriales. La composición de la membrana 

cambia durante la apoptosis; la cardiolipina se oxida (Matsko y cols, 

2001) y la fosfolipasa A2 y la esfingomielinasa aumentan la 

concentración de dos agentes inductores de la permeabilización de la 

membrana, como son el ácido araquidónico 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 múltiple 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 concentración de Ca2+, el pH, el potencial transmembrana (∆Ψm) y el 

volumen de la mitocondria, actuando a distintos niveles de conductancia y 

permitiendo el paso selectivo de pequeños iones. El canal abierto tiene un 

diámetro 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 está íntimamente relacionado con los procesos de muerte celular y 

se considera cono un ejecutor central del destino de la célula tras su 

exposición a diversos agentes como el estrés oxidativo, la eliminación de 

factores de crecimiento o exposición a citocinas como el TNF-α (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 orgánulo. Los principales 

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

 

- Canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC). 

 

     Es la proteína más 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 permeabilización de la membrana mitocondrial y permite la salida 

al citosol de citocromo c (Madesh y Hajnoczky, 2001), induciendo la apoptosis. 

Se cree, como ya hemos dicho antes, que la interacción entre Bax o Bak con 

este canal permite la formación de poros suficientemente grandes como para 

liberar al citocromo c (Shimizu y cols, 2000). Su actividad proapoptótica se ve 

frenada por las proteínas Bcl-2 o Bc-XL.  

        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 iónico (Vander-Heiden y cols, 2000). 

 

- Traslocador de nucleótidos de adenina (ANT). 

 

     Es la proteína más 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 

transición (Marzo y cols, 1998; Brenner y cols, 2000; Crompton, 2000). El ANT 

actúa normalmente como un transportador específico de ATP y ADP. Bajo 

condiciones proapoptóticas, como aumento de la concentración de Ca2+, 

presencia de ácido atractilósido, palmitato o de NO, forma un poro no 

específico (Vieira y cols, 2002). La superficie de la membrana mitocondrial  
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interna es mucho mayor que la de la externa, así, cuando se produce la 

apertura de este poro, la membrana interna se permeabiliza causando un 

hinchamiento osmótico de la matriz y la consecuente ruptura de la membrana 

externa, de menor superficie. Este canal se bloquea por acción de Bcl-2 y, en 

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

 

- Receptor periférico de benzodiazepinas (PBR). 

 

    Su función más conocida es la síntesis de esteroides a partir de colesterol 

(Besman y cols, 1989; Papadopoulus y cols, 1997), aunque también 

desempeña un importante papel como regulador de los procesos oxidativos de 

la mitocondria, ya que está involucrado en la actividad de la succinato-

citocromo c oxidorreductasa (Moreno-Sánchez y cols, 1991) y es conocido 

como un sensor del oxígeno celular que media en la respuesta de adaptación 

de la célula (Casellas y cols, 2002). Además, 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 expresión aumenta en situaciones patológicas 

que cursan con elevada producción de ROS, sobre todo en el sistema nervioso 

central (Casellas y cols, 2002). Antagonistas del PBR inducen un colapso del 

∆Ψm 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 antiapoptótico (Bono y cols, 1999). 

 

 

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

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

 

 

    La activación del megacanal supone la formación 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 interacción entre estos dos componentes suponen 

cambios estructurales de la membrana externa, exponiendo lugares diana 

para proteínas Bax/Bak que compiten y desplazan a la hexoquinasa II (HkII) de 

su sitio de unión a VDAC (Pastorino y cols, 2002). En las zonas de contacto de 

ANT-VDAC entre las membranas internas y externas se concentran pequeñas 

cantidades de citocromo c que, tras la interacción de moléculas Bax, es 

liberado junto con el factor AIF (Pastorino y cols, 1999; Capano y Cromptom, 

2002). En un segundo paso, el citocromo c 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 disrupción de la membrana interna 

(Halestrap y cols, 2002). La presencia de ROS en la mitocondria permite la 

ruptura de puentes disulfuro que mantenían los canales ANT cerrados e induce 

cambios de conformación en las estructuras que posibilitan la formación 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 

glándula pineal de oveja. Un año más tarde, en 1959, este mismo grupo 

dilucidó su estructura química (Lerner y cols, 1959). 

     

 

 Figura 16. Estructura química de la molécula de 
melatonina. 

 

    Desde un punto de vista químico, es un cristal orgánico, de color blanco, 

con un punto de fusión entre 116 y 118ºC, difícilmente soluble en agua y 

fácilmente 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; Macías y cols, 1999) hasta organismos vertebrados (León 

y cols, 2004). En mamíferos, la melatonina se sintetiza en la glándula pineal a 

partir de triptófano y está regulada por el fotoperiodo y por hormonas. Existe 

un ritmo circadiano en los niveles de melatonina en suero de mamíferos, 

relacionada tanto con su producción como con su metabolismo (Matthews y 

cols, 1982). Su concentración en suero es del orden de picomolar/nanomolar 

(Reiter, 1991a). Actualmente se sabe que la mayoría de los órganos y tejidos 

del organismo sintetizan melatonina por la misma vía metabólica que la pineal 

(Stefulj  y cols, 2001), aunque los niveles tisulares de melatonina son 2-3 

órdenes de magnitud mayores que los del plasma (Reiter y Tan, 2003b). La 

melatonina se concentra específicamente en determinadas organelas 

celulares, como el núcleo y la mitocondria (Menéndez-Peláez y Reiter, 1993;  
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Acuña-Castroviejo y cols, 2003). Además, se han identificado y caracterizado 

receptores nucleares para la melatonina en órganos periféricos (Acuña-

Castroviejo y cols, 1993; Acuña-Castroviejo y cols, 1994; Becker-André y cols, 

1994; Carlberg y cols, 1994; Gigueré y cols, 1994). 

 

Aunque inicialmente se encuadró a la melatonina exclusivamente en la 

fisiología circadiana y reproductora, estudios posteriores permitieron 

relacionarla con aspectos de la fisiología intracelular independientes de sus 

acciones hormonales. Así, se demostró que la melatonina es un potente 

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

    Asimismo se demostró la capacidad de la melatonina como modulador del 

calcio intracelular mediante interacciones con diversas proteínas citosólicas 

como la proteín quinasa C (Benítez-King y Antón-Tay, 1996), la calmodulina 

(Huerto-Delgadillo y cols, 1994; Pozo y cols, 1994; León y cols, 2000), y la 

calreticulina (Macías y cols, 2003). 

 

    En cuanto a su acción sobre el SNC, la melatonina regula tanto a los 

neurotransmisores y como a sus receptores (Acuña-Castroviejo y cols, 1986a; 

Acuña-Castroviejo y cols, 1986b; Khaldy y cols, 2002; Escames y cols, 2004). 

La melatonina regula la neurotransmisión GABAérgica por mecanismos 

dependientes de receptores opioides (Gomar y cols, 1993) y aumenta los 

niveles de GABA (Rosenstein y Cardinali, 1990). También actúa directamente 

sobre aminoácidos excitadores como el glutamato (Pellegrini-Giampietro y 

cols, 1990) e inhibe la activación de la nNOS a través de su interacción con el 

complejo calcio-calmodulina (León y cols, 1998a; León y cols 2000). Además, 

la melatonina regula la actividad iónica de la membrana neuronal y ejerce un 

efecto hiperpolarizante regulando la actividad y función 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 hipnóticas (Acuña-Castroviejo y cols, 1992). 
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3.1. Metabolismo de la melatonina. Biosíntesis y degradación. 

 

    La glándula pineal fue el primer lugar en el que se identificó la síntesis de 

melatonina. Dicha síntesis se realiza a partir de triptófano, que entra en el 

pinealocito por transporte activo en contra de gradiente de concentración 

(Sugden, 1979). El triptófano 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 

síntesis 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).  

 

 

Figura 17. Síntesis de melatonina a partir de triptófano en la glándula pineal.    
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    La melatonina pineal pasa al líquido cefalorraquídeo 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 máximo de 0.5-1.0 nM, mientras que los niveles 

diurnos son de 0.025-0.050 nM. 

 

   Recientemente, se ha demostrado la expresión de los genes que codifican 

los enzimas clave de la síntesis de melatonina (NAT e HIOMT) en 

prácticamente 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 mamíferos 

la melatonina se sintetiza en una gran variedad de tejidos (retina, glándula 

harderiana, mucosa intestinal, cerebelo, epitelio respiratorio, hígado, riñón, 

timo, tiroides, páncreas, ovarios, cuerpo carotídeo, placenta y endometrio) y 

en células no endocrinas como células NK (natural killer), eosinófilas, 

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 

(Ilnerova y cols, 1978; Vakkuri y cols, 1985). En el hígado, la melatonina sufre 

hidroxilación a 6-hidroximelatonina, la cual después se conjuga con el ion 

sulfato y con el ácido glucurónico. 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 hígado, la 

melatonina puede sufrir descetilación y desaminación hasta convertirse en 

ácido 5-metoxiindolacético y 5-metoxitriptofol (Cahik y Besharse, 1989). Otra 

importante vía de degradación 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 

N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinurenamina (aFoMK) y después en N-acetil-5-

metoxikinurenamina (aMK), siendo esta una de las vías más importantes de 

metabolización de la melatonina en cerebro de mamíferos (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 enzimática en aMK (figura 19), 

cuando depura en primer lugar un radical hidroxilo (OH·) y en segundo lugar 

un radical superóxido (O2·¯) (Hirata y cols, 1974; Fujiwara y cols, 1978).  

 

 
 

Figura 18. Ruta enzimática de degradación       Figura 19. Ruta oxidativa de      

Degradación de la melatonina                            degradación de la melatonina         
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3.2. Melatonina como antioxidante. 

 

    La melatonina tiene la capacidad de eliminar y depurar radicales libres 

(mediante un mecanismo independiente de receptor), así como de aumentar 

la expresión 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; Rodríguez y cols, 2004). 

 

   Las propiedades antioxidantes de la melatonina se describieron inicialmente 

por Ianas y colaboradores en 1991 (Ianas y cols, 1991). La melatonina actúa 

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 oxígeno singlete (Cagnoli y cols, 1995). La melatonina endógena es 

relevante en cuanto a su participación en la capacidad antioxidante del 

organismo, ya que su ubicuidad le confiere la propiedad de poder actuar allí 

donde se producen los radicales libres y donde éstos pueden ser más dañinos, 

como en la mitocondria, en el núcleo (protegiendo al DNA) y en las 

membranas (actuando directamente sobre los lípidos de membrana y 

salvaguardando la fluidez de la misma) (Benot y cols, 1998). La melatonina 

depura también radicales de nitrógeno, principalmente NO y ONOO· (Reiter y 

cols, 2003a). El efecto de la melatonina es doble: por un lado, actúa como 

depurador de radicales libres eliminándolos directamente por cesión 

electrónica; por otro lado, también se ha demostrado estimula la expresión y 

la actividad de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa, glutation 

reductasa, catalasa y posiblemente superóxido dismutasa, e inhibe la 

expresión y actividad de enzimas prooxidantes  como la NOS (Antolin y cols, 

1996; Acuña-Castroviejo y cols, 2002; Escames y cols, 2003; Acuña-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 electrón al radical, transformándose en el 

denominado catión radical indolilo (Hardeland y cols, 1993; Poeggeler y cols, 

1994). Éste interacciona entonces con un anión radical O2·¯, 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 vías de metabolización de la melatonina al depurar 

dos radicales OH· (figura 20): la melatonina se transforma en 3-

hidroximelatonina cíclica (3-OHaMT), que se elimina por la orina y constituye 

un índice muy fiable para la medición del estrés oxidativo en el organismo 

(Tan y cols, 1998). Se ha demostrado que la melatonina depura también el 

H2O2, dando lugar a aFoMK, que se transforma en aMK por acción 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 (López-Burillo y cols, 2003). 
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Figura 20. Rutas de reacción de la melatonina propuestas para la 
degradación de radicales HO· (arriba) y de H2O2  (abajo). 

 

 

        La melatonina ejerce también un efecto antioxidante indirecto debido 

a su capacidad para regular la producción de NO a través de su interacción 

con enzimas que lo sintetizan (León y cols, 2004). La melatonina inhibe la 

actividad de la NOS neuronal (nNOS) en cerebelo (Pozo y cols, 1994), 

hipotálamo (Bettahi y cols, 1998) y estriado (León y cols, 1998), mediante su 

unión al complejo calcio-calmodulina (León 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 (León y cols, 1998, 2000). Otros estudios revelan que la 

melatonina inhibe la expresión y actividad de la NOS inducible (iNOS) y la 

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

 

    El mecanismo de acción de la melatonina como depurador de radicales 

libres no requiere la presencia de ningún receptor, ya que depende 

exclusivamente de la estructura química de la hormona y de su gran 

capacidad para difundir a través de todo tipo de membranas. Sin embargo, su 

efecto antioxidante sí se realiza a través de efectos genómicos que podrían 

estar ligados a su receptor nuclear (Acuña-Castroviejo y cols, 1994; Antolín y 

cols, 1996; León y cols, 2004).  

  

3.3. Melatonina y mitocondria. 

 

    La disfunción mitocondrial, con una caída en la producción de ATP, puede 

estar asociada con un aumento de la producción de ROS. De hecho, la 

mitocondria está continuamente expuesta al daño oxidativo, por ser la mayor 

productora de ROS durante el proceso de transporte electrónico. 

 

    La melatonina, además de poder atravesar fácilmente la membrana 

mitocondrial, se acumula a elevadas concentraciones en dicha organela 

(Martín y cols, 2000a; Acuña-Castroviejo y cols, 2002; Acuña-Castroviejo y 

cols, 2003; León y cols, 2004), estabiliza su membrana interna (García y cols, 

1999) y puede mejorar la actividad de la CTE (Acuña-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 I y IV de la CTE (Martín y cols, 2000b) y de prevenir la reducción 
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de la misma tras el daño ocasionado por algún agente inductor de estrés 

oxidativo (Martín y cols, 2000b, 2002). Su capacidad para regular la actividad 

de estos complejos puede no deberse sólo al poder antioxidante de la 

melatonina, ya que teniendo en cuenta su potencial de óxido-reducción 

(0.74V) (Tan y cols, 2000), la melatonina podría interactuar con los complejos 

de la CTE donando y aceptando electrones, incrementando así el flujo 

electrónico, cosa que no sucede con otros antioxidantes (Martín 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 peróxidos 

con ayuda de NADP(H) y a través de la glutation peroxidasa, transformándose 

en glutatión oxidado (GSSG), que vuelve a reducirse por acción de la glutation 

reductasa. Este ciclo ha de funcionar permanentemente con fin de asegurar 

una reserva de GSH en la mitocondria. La melatonina no sólo ayuda a 

mantener este almacén, detoxificando por sí 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 

(Martín 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 gástrica (Othman y cols, 2001), donde también 

podría estar implicada en el restablecimiento de las actividades de la Mn y 

CuZn superóxido dismutasa en ratas tratadas con indometacina (León y cols, 

2004). 

 

    Como consecuencia de su acción sobre la CTE, la melatonina es capaz de 

aumentar la producción ATP (Martín 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 respiración 

mientras que el estado 4 no se ve afectado. La habilidad de la melatonina 

para reducir el consumo de oxígeno en mitocondrias de hígado puede proteger 
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a la organela del daño de un excesivo estrés oxidativo (Reyes-Toso y cols, 

2003). 

 

    Recientemente se ha intentado comprobar si la melatonina puede proteger 

al mtDNA de su oxidación por los radicales libres que fisiológicamente se 

“escapan” de CTE; así se ha mostrado, in vivo e in vitro, que la exposición a 

cianuro y a ácido kaínico inducen peroxidación lipídica y daño 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 daños 

oxidativos irreversibles para la mitocondria que resultan en una inhibición de 

la síntesis de proteínas, peroxidación de la membrana lipídica y mutaciones y 

deleciones en el mtDNA (Halliwell y Gutteridge, 1989). Una disfunción así en 

la mitocondria conduce una despolarización en su membrana, un descenso en 

la producción de ATP y el inicio de los procesos mitocondriales 

proapoptóticos, como apertura del PTM, salida de proteínas del espacio 

intermembrana al citosol y la subsiguiente activación de las caspasas que 

fragmentarán el DNA nuclear (Halestrap y cols, 2000; Zamzami y Kroemer, 

2001; Kim y Lemasters, 2003). La melatonina, al reducir la peroxidación 

lipídica de las  membranas y proteger del daño oxidativo al mtDNA y nuclear, 

desempeña un papel antiapoptótico en la muerte celular mediada por la 

mitocondria (León y cols, 2004). De hecho, el efecto antiapoptótico de la 

melatonina se ha descrito en muchos sistemas y en diferentes situaciones 

(Sainz y cols, 2003). 
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Figura 21. Diferentes efectos de la melatonina en la mitocondria. 
 
 

 
3.4. Melatonina y Enfermedad de Parkinson. 
 
     
    La producción endógena 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 años, son casi nulos (Sack y cols, 1986). Estos 

y otros datos han conducido a la teoría de que el descenso de melatonina con 

la edad, en parte debido a sus propiedades antioxidantes, puede tener una 

relación funcional específica con la aparición de procesos degenerativos, en 

particular aquellos que afectan a la función 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 índice de estrés 

oxidativo (con peroxidación lipídica, descenso de GSH, inhibición del complejo 

I, daños 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 

desempeña un papel protector (Acuña-Castroviejo y cols, 1997; Mayo y cols 

1998, 1999; Khaldy y cols, 2000, 2003; Absi y cols, 2000; Ortiz y cols, 2001; 

Antolín y cols, 2002). 
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    La melatonina aumenta el número de neuronas tirosina-hidroxilasa 

positivas (enzima sintetizadora de dopamina) y disminuye la peroxidación 

lipídica en el estriado de ratones tras ser inyectados con MPTP (Acuña-

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 inhibición del complejo I en 

dichos ratones (Khaldy y cols, 2003) y la autooxidación 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 exposición al 

MPTP, así como la actividad locomotora de los ratones tratados (Khaldy y cols, 

2003). Estos resultados sugieren una disociación entre la inhibición del 

complejo I y el descenso en los niveles de dopamina en este modelo de EP y 

dan pie a la idea de la combinación del efecto antioxidante de la melatonina 

junto con el efecto específico en la recaptación de dopamina del deprenil, 

como una buena estrategia para el tratamiento de la enfermedad (Khaldy y 

cols, 2003). Además, la melatonina es responsable del mantenimiento del 

ritmo circadiano de la DA, lo que indica su participación en la función normal 

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

 

    En experimentos con mitocondrias aisladas de hígado y con sinaptosomas 

de estriado tratados con MPP+ (metabolito activo del MPTP), la melatonina 

consiguió recuperar la actividad del complejo I (Absi y cols, 2000). Además, la 

melatonina inhibió la fragmentación de ADN y la apoptosis asociada en 

cerebro de ratón con un tratamiento agudo (Ortiz  cols, 2001) o crónico (Ortiz 

y cols, 2001; Antolín y cols, 2002) de MPTP. 

 

    En modelos de EP in vitro, con células PC12 tratadas con el tóxico 6-

hidroxidopamina (6-OHDA), la melatonina inhibe la apoptosis y los cambios 

estructurales inducidos por el tóxico (Mayo y cols, 1998). La administración 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 está implicado en la toxicidad de anfetaminas y meta-anfetaminas, 

dos drogas que inducen parkinsonismo originando la formación de radicales 

libres, daño en la mitocondria y descenso en la síntesis de  ATP (Virmani  cols, 

2002, 2003). La melatonina restablece los parámetros mitocondriales y reduce 

la producción de ONOO-, tanto en células PC12 como en estriado de ratón 

adulto. 
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    Una vez revisadas las causas más 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 progresión de la enfermedad. 

 

     El principal objetivo de este trabajo se centra en el estudio de la relación 

entre el daño oxidativo en la mitocondria y la muerte celular por apoptosis en 

la EP. Para ello estudiaremos en detalle: 

 

1. Efecto de la rotenona como neurotóxico inductor de estrés oxidativo, 

daño mitocondrial y apoptosis en la línea celular dopaminérgica PC12, 

como modelo experimental de enfermedad de Parkinson. 

 

2. Relación entre el daño mitocondrial y la apertura del poro PTM como 

etapa desencadenante de la apoptosis. 

 

3. Efecto protector de la melatonina frente al daño mitocondrial 

ocasionado por la rotenona. 

 

4. Efecto de la melatonina para inhibir la apertura del poro de transición 

mitocondrial y, consecuentemente la muerte celular por apoptosis y su 

estudio comparativo con la ciclosporina A. 
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1. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LA LÍNEA CELULAR PC12. 

     

    Todos los experimentos se realizan con células de la línea PC12 obtenidas 

del banco celular del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad 

de Granada (España).  

 

    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 µg/ml de penicilina, 100 

µg/ml de estreptomicina y 25 µg/ml de anfotericina (Green y Tischler, 1976). 

El cultivo se manteniene bajo condiciones de temperatura de 37º C, 5% CO2 y 

90% de humedad relativa. Para asegurar el cultivo, se realizan pases 

(aproximadamente cada 5 días) centrifugando las células (200 g durante 10 

minutos a temperatura ambiente), desechando el sobrenadante, 

resuspendiendo las células en medio fresco y depositándolas en nuevos frascos 

de cultivo. En cada pase, el factor de dilución empleado es entre 1:2 y 1:4, 

manteniendo el cultivo en una densidad aproximada de 5x105 células/ml. 

 

Diferenciación de células PC12 

     

    Para realizar los experimentos se emplean células PC12 diferenciadas, con 

morfología neuronal. Para ello, se toman células del cultivo en suspensión, se 

cuentan en una cámara de Neubauer (por exclusión, con azul tripán) y se 

depositan en placas o frascos de cultivo previamente colagenizados (0.1 

mg/ml) en una densidad de 2x105 células/cm2. Para su diferenciación, las 

células se cultivan en medio RPMI-1640, complementado con un 1% de suero 

de caballo, 2 mM de L-glutamina, 100 µg/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina, 25 µg/ml de anfotericina y 50 ng/ml de factor de crecimiento 

nervioso (NGF–7S). El medio de cultivo se reemplaza cada dos días por medio 

fresco con esta composición hasta la total diferenciación  de las células (entre 

12-14 días). 
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Preparación de las placas y frascos de cultivo con colágeno 

 
     Para colagenizar las placas y frascos de cultivo de emplea colágeno de cola 

de rata comercial (SIGMA). El colágeno se prepara disolviéndolo por agitación 

en ácido acético 0.1 M previamente esterilizado por filtración (0.22 µm). Una 

vez disuelto, se diluye hasta una concentración de 0.1 mg/ml y se conserva a 

4º C hasta su utilización. 

 

Procedimiento: 

 

- Cubrir las placas y los frascos de cultivo con la disolución de 

colágeno 0.1 mg/ml a una concentración de 5 µg de colágeno por 

cm2 de superficie de placa. 

- Mantener los frascos durante varias horas en una campana de flujo 

laminar para que se adhiera el colágeno. 

- Eliminar la solución sobrante y lavar la superficie colagenizada con 

disolución amortiguadora salina estéril (PBS, pH 7.4). 

- Esterilizar los frascos colagenizados mediante exposición a la luz UV 

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

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

los siguientes grupos experimentales:  

 

- Grupo control  

- Grupo vehículo, en el que se añade al cultivo el volumen 

correspondiente de vehículo en el que se disuelven las drogas (este 

grupo pasa a formar parte del control, tras comprobar que el vehículo 

no ejerce ningún efecto sobre el cultivo en los parámetros medidos) 

- Grupos tratados con melatonina (10 nM y 100 nM) 

- Grupo tratado con ciclosporina A (3 µM) 

- Grupo tratado con rotenona (25 nM-10 µM) 

- Grupos tratados con melatonina (10 nM y 100 nM) e incubados en 

presencia de rotenona (500 nM) 

- Grupo tratado con ciclosporina A (3 µM) e incubado en presencia de 

rotenona (500 nM). 

 

    El procedimiento de tratamientos en los distintos grupos sigue el siguiente 

esquema: 

 

 

 

/ 90% humedad 237º C / 5% CO

EXPERIMENTO

24 h 

INCUBACIÓN

Melatonina 10 nM 
Melatonina 100 nM 

M µA 3Ciclosporina 

(25 nM-10 µM) Rotenona 

0 h 

Melatonina  10 nM  
Melatonina  100  
Ciclosporina  

nM 
 µ M A 3

PRETRATAMIENTO

-3 h

DIFERENCIACION 

TRATAMIENTO
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    Según el caso correspondiente, se realiza un pretratamiento de 3 h de 10 

nM de melatonina, 100 nM de melatonina o 3 µM de ciclosporina A. Pasado 

este tiempo se añadie la rotenona a una concentración de 500 nM. Tras 24 h 

de incubación 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 fluoróforo soluble en agua que se une a los 

aminoácidos básicos de las proteínas celulares formando una aducto que 

emite fluorescencia al ser excitado a una determinada longitud de onda; así, 

las medidas fluorimétricas del colorante unido a las proteínas, muestra una 

estimación sobre la masa total de proteínas, que se relaciona con el número 

de células presentes. 

 
Preparación de muestras 

 
     Sembrar 2x105 células/cm2 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 disolución salina (PBS) estéril. 

- Añadir 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 ácido acético al 1% 10 veces y dos más 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 excitación de 530 nm y 590 nm de emisión en un fluorímetro 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. VALORACIÓN 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 liberación de catecolaminas del cultivo, 

determinando la concentración 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 I de la CTE de la mitocondria. 

 

4.1. Determinación de catecolaminas. 

 

    El contenido en catecolaminas, principalmente dopamina (DA)  y sus 

metabolitos, de las células PC12, así como la cantidad que éstas liberan al 

medio extracelular, se realiza mediante cromatografía líquida de alta presión 

(HPLC) con detección electroquímica (ED). 

 

Preparación de muestras 

 

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

(2000) con diversas modificaciones: 
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- 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, CaCl2 1.8 mM, MgSO47H2O 0.8 mM, sacarosa 5.5 

mM, NaH2PO4H2O 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 según el grupo experimental en 

estudio e incubar en la estufa durante 24 h. 

- Trascurrido la incubación, eliminar el medio extracelular con cuidado 

y proceder a extraer las catecolaminas intra y extracelulares: 

  

a) 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. Añadir en un eppendorf 

150 µl de medio extracelular y otros 150 µl de disolución conservante 

(HClO4 01 M, etanol 1% y EDTA-Na2 0.02%) (para evitar la oxidación de 

las catecolaminas) en la que están disueltos los estándares internos 

(DHBA y DE). Proteger las muestras de la luz y conservarlas  a –80º C 

hasta el momento de su análisis. 

 

b) catecolaminas intracelulares; despegar las células del pocillo con PSB-

EDTA (0.2%) incubando durante unos minutos a 37º C, 5% CO2 y 90% 

humedad. Una vez despegadas, centrifugar a 200 g durante 10 minutos 

y a temperatura ambiente, desechando el sobrenadante. Homogeneizar 

las células en disolución de lisis (HClO4 0.2 N, EDTA-Na4 1 mM y S2O5Na2 

0.4 mM) en la que están disueltos los estándares internos (DHBA y DE), 

y se centrifugar a 200 g durante 5 minutos a 4º C. Guardar los 

sobrenadantes protegidos de la luz a  –80º C hasta su análisis. Reservar 

el precipitado para la determinación de las proteínas celulares. 
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Cuantificación 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 

separación se realiza en una columna analítica de fase inversa C-18 (Waters) 

conectada en serie a un sistema de HPLC (Gilson). Las muestras se analizan 

mediante un detector electroquímico (ESA Coulochem III), aplicando un 

potencial de –50 mV a la célula acondicionadora (E0) y –50 mV y +400 mV el los 

electrodos de la célula analítica, empleando un electrodo de trabajo de 

carbono frente al electrodo de referencia (H2/2H+). Los cromatrogramas se 

analizan con el programa informático UNIPOINT LC SYSTEM.  

      

    La composición de la fase móvil empleada es: acetato sódico 50 mM, ácido 

cítrico 50 mM, octil-sulfato sódico 0.4 mM,  n-dibutilamina 1.1 mM, EDTA-Na2  

0.15 mM y un 5% (v/v) de metanol/agua. La fase móvil se filtra (0.45 µm de 

tamaño de poro) y se desgasifica burbujeando helio antes de introducirse en 

el sistema de HPLC. La separación de catecolaminas se lleva a cabo de modo 

isocrático con un flujo de 1 ml/min y a temperatura ambiente. Las 

concentraciones de ácido dihidroxifenil acético (DOPAC), dopamina (DA), 

ácido 5-hidroxi-indolacético (5HIAA), ácido homovalínico (HVA), 3-

metoxitriptamina (3MT) y 5-hidroxitriptamina (5HT) en las muestras se 

calculan usando 3,4-dihidroxibenzilamina (DHBA) y deoxiepinefrina (DE) como 

estándares internos y la curva de calibración obtenida de los correspondientes 

estándares inyectados en el sistema de HPLC, la cual presenta un coeficiente 

de correlación entre 0 y 150 ng/ml de 0.998 ± 0.001. Cada monoamina o 

metabolito analizado se identifica fácilmente comparando sus tiempos de 

retención y características electroquímicas con sus correspondientes 

estándares.  

     

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

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

muestra patrón. 
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Figura 1. Cromatrograma obtenido de la inyección de una muestra estándar, en el 
que se representa a qué analito corresponde cada  pico. DHBA y DE se usan como 
estándares internos. 

 

4.2 Medida de la actividad específica del complejo I de la CTE.      

 

     La determinación de la actividad del complejo I de la CTE nos indica la 

validez de la rotenona como tóxico inductor de parkinsonismo en nuestro 

modelo experimental. Para medir la actividad de este complejo, se usa la 

fracción cruda de mitocondrias de las células PC12 diferenciadas. 

 

Preparación de la muestra. Obtención de la fracción mitocondrial. 

 

    La fracción mitocondrial se obtiene por centrifugación diferencial en 

gradiente de sacarosa (Gottieb y cols, 2002). Todo el proceso se realiza a 4ºC: 
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- Lavar las células dos veces con PBS y resuspenderlas en tampón 100 

mM de sacarosa (MOPS 20 mM, EGTA 1 mM, BSA 1% y sacarosa 100 mM, 

pH 7.4) a una concentración de 2x108 células/ml. Homogenizar 

manualmente en un homogenizador de teflón hasta comprobar 

mediante tinción con azul tripán que más del 90% de las células están 

rotas. En nuestro caso, con 3 pasadas a 500 rpm es suficiente.  

- Elevar la concentración de sacarosa en el medio hasta 250 mM y  

centrifugar el homogenado a 2500 g durante 5 minutos, para precipitar 

los núcleos y restos celulares. Reservar el sobrenadante (S1). 

- Resuspender el precipitado en tampón 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 (S2) y unirlo a S1. 

- Centrifugar S2 + S1 a 10000 g durante 5 minutos. El precipitado 

constituye la fracción cruda de mitocondrias.  

 

 

Protocolo experimental. 

 

    Para poder medir la actividad específica del complejo I se emplean 

partículas submitocondriales. Para ello se sigue un método sencillo y eficaz 

que consiste en un proceso reiterado de congelación-descongelación de los 

precipitados mitocondriales obtenidos anteriormente, resuspendidos 

adecuadamente en un medio ligeramente hipotónico (TRIS-HCl 10 mM, KCl 140 

mM, pH 7.4 a 4º C), para asegurar el hinchamiento mitocondrial y posterior 

ruptura de la membrana externa mitocondrial, sin alterarla composición y 

actividad catalítica de las proteínas de la membrana interna (Parsons y cols, 

1965). 

 

    La actividad del complejo I se determina monitorizando 

espectrofotométricamente la oxidación del NADH a 340 nm en presencia de 

decilubiquinona (DB), un análogo hidrosoluble de la ubiquinona, siguiendo el 

método de Zheng (1990), con algunas modificaciones (Escames y cols, 2003): 
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- Preincubar la fracción submitocondrial (0.4-0.6 mg proteína/ml) en un 

agitador rotatorio a 25º C durante 3 minutos en medio de reacción 

(sacarosa 0.25 M, KH2PO4 50 mM y KCN 1 mM, pH 7.4) y en presencia 

de antimicina A (10 µg/ml) y decilubiquinona (50 µM). 

- Añadir NADH (100 µM) para iniciar la reacción y determinar 

inmediatamente la caída de absorbancia a 340 nm durante 1.5 minutos 

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

 

    La actividad del complejo I se expresa como nmoles de NADH oxidados por 

minuto y por miligramo de proteína, calculados usando el coeficiente de 

extinción molar del NADH (5.5 mM-1 cm-1). 

 

 

5. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN MITOCONDRIAL. 

 

    La inhibición del complejo I lleva consigo una disfunción generalizada de la 

mitocondria, ya que puede disminuir la eficiencia del transporte electrónico 

que culmina en la reducción del oxígeno molecular a agua, así como disminuir 

la síntesis de ATP por medio de la fosforilación oxidativa. 

 

5.1. Determinación de la bioenergética mitocondrial. Medida de las 

concentraciones de AMP, ADP y ATP. 

 

    Los nucleótidos mono, di y tri fosfatados de adenina se determinan 

mediante cromatografía líquida de alta presión con detección ultravioleta 

(HPLC-UV). Para ello es necesario obtener la fracción pura de mitocondrias y 

de citosol de las células PC12. 

 

Extracción y purificación de mitocondrias y citosol. 

 

    Se obtienen las fracciones crudas de mitocondrias y citosol mediante 

centrifugación diferencial en gradiente de sacarosa, que se purifican por  
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centrifugación 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 

4ºC. 

 

     La sacarosa aporta un medio no iónico, que permite la obtención de 

mitocondrias purificadas, facilitando su separación de otros elementos del 

citoesqueleto. La ultracentrifugación en gradiente de percoll permite la 

separación de la fracción mitocondrial en función de la densidad de la misma. 

En el tampón de homogenización se emplea EGTA como quelante de Ca2+ y 

con poca afinidad por el Mg2+ que nos interesa que esté presente en el medio, 

ya que es necesario para la síntesis de ATP. La albúmina elimina los ácidos 

grasos endógenos como acetil CoA, ésteres o lipofosfolípidos que interfieren 

el la medida final.  

 

Procedimiento: 

 

- Lavar las células dos veces con PBS y resuspenderlas en tampón de 

sacarosa 100 nM (MOPS 20 mM, EGTA 1 mM, BSA 1% y sacarosa 100 mM, 

pH 7.4) a una concentración de 2x108 células/ml. Centrífugar a 600 g 

durante 5 minutos, desechar el sobrenadante.  

- Homogenizar las células en tampón de sacarosa 100 nM en presencia 

de inhibidores de proteasas (leupeptina, aprotinina y pepstatina 10 µM 

y PMSF 1 mM), con 5 pases en un homogenizador de teflón a 500 rpm. 

- Aumentar la concentración de sacarosa del medio a 250 mM y 

centrífugar el homogenado a 2500 g durante 5 minutos, para precipitar 

núcleos y restos celulares. Reservar el sobrenadante (S1). 

- Resuspender el precipitado en tampón 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 (S2) y unirlo a S1. 
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- Centrifugar S2 + S1 a 10000 g durante 5 minutos. El precipitado 

constituye la  fracción cruda de mitocondrias (M) y el sobrenadante la 

fracción cruda de citosol (C). 

- Ultracentrifugar C a 50000 rpm durante 30 minutos. El sobrenadante 

obtenido constituirá el citosol puro (guardar una alícuota para 

posterior determinación de proteínas). 

- Resuspender M en un tampón 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 añadiendo lentamente en un tubo 1ml 

de percoll al 40%, sobre él 1ml de percoll al 19% y, finalmente, 1ml de 

la disolución de percoll al 13% que contenga la fracción 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 tampón de sacarosa 300 mM y centrifugar a 16700 g 

durante 10 minutos, para eliminar restos de percoll. El precipitado se 

reserva para la determinación de AMP, ADP y ATP. 

 

Preparación de la muestra 

 

    Para la determinación de nucleótidos de adenina, las muestras se 

homogenizan en ácido perclórico 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 agitación durante 1-2 

minutos. Centrifugar a 25000 g durante 15 minutos a 2º C y añadir al 

sobrenadante K2CO3 5 M, para neutralizar el HClO4 (este último precipita las 

proteínas mitocondriales, por lo que se reserva el precipitado para su 

posterior determinación de proteínas), dejar reposar sobre hielo durante 5 

minutos y centrífugar a 1200 g durante otros 10 minutos a 2º C. Separar el 

sobrenadante y mantenerlo a –80º C hasta su análisis.  
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Cuantificación de nucleótidos de adenina 

 

        Las concentraciones de AMP, ADP y ATP citosólicas y mitocodriales se 

determinan por HPLC-UV (Pissared, 1999). La separación se realiza en una 

columna analítica 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- 10ª y  un detector UV que determina la absorbancia de la muestra 

a 254 nm de longitud de onda. La fase móvil está formada por agua 

desionizada (A) y carbonato amónico pH 8.9 (B) (ambas filtradas por 0.45 µm) 

y se emplea un flujo (1ml/min) de gradiente binario con un 50% de A y 50% de 

B durante los primeros 5 minutos; un 100% entre 5-40 minutos y un 50% de A y 

50% de B durante los últimos 5 minutos. Los cromatogramas se analizan con el 

programa informático CLASS-VP CHROMATOGRAPHY DATA SYSTEM. 

 

    Los picos de AMP, ADP y ATP de las muestras se identifican fácilmente 

comparando sus tiempos de retención con los que presentan los 

correspondientes estándares analizados por el sistema, y su concentración se 

calcula por interpolación en la  recta de regresión elaborada con dichos 

estándares de AMP, ADT y ATP, que presentan una linealidad entre 0 y 25 

mg/l con un coeficiente de regresión de 0.99 ± 0.01. Los estándares han de 

prepararse en las mismas condiciones de preparación 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 estándares de la muestra patrón. 
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Figura 2. Cromatrograma obtenido de la inyección de una muestra estándar. Los 
compuestos detectados se representan encima de cada pico.  

    El cálculo de carga energética mitocondrial y/o citosólica se realiza a partir 

de las concentraciones mitocondriales y/o citosólicas, siguiendo la siguiente 

fórmula (Ataullakhanov y Vitvitsky, 2002) : 

 

Carga energética = ATP + (0.5 x ADP) / (AMP + ADP + ATP) 
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5.2. Estimación 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 lipofílico 

catiónico 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 concentración crítica, se forman J-

agregados que emiten fluorescencia roja. En células apoptóticas, 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 

monomérica, emitiendo fluorescencia verde. De esta forma, es fácil distinguir 

las células apoptóticas, que sólo emiten fluorescencia verde, de las sanas, que 

emiten fluorescencia roja y verde. La forma agregada roja posee un máximo 

de absorción/emisión a 585/590 nm, mientras que para la forma monomérica 

verde es a 510/527 nm. 

 

 

 

 
 

Figura 3.  Estructura química del ioduro de 5,5’,6,6’-tetracloro-
1,1’,3,3’-tetraetil-benzimidazolilcarbocianina (JC-1) 

 
 
 

 89 
 



      

    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 relación depende sólo del potencial de la 

membrana y no de otros factores como el tamaño de la mitocondria, su forma 

o su densidad, que sí pueden influir en la señal neta de fluorescencia, pero no 

en la relación entre ambas emisiones.  

 
 

Preparación de la muestra 

 

        Las muestras de células PC12 diferenciadas se preparan siguiendo las 

indicaciones del fabricante expuestas en el kit de detección 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 concentración de 5x105 

células/ml. Centrifugar a 400 g durante 5 minutos a temperatura 

ambiente y desechar el sobrenadante. 

- Resuspender las células en 0.5 ml de tampón de incubación con 

reactivo JC-1 e incubar durante 15 minutos a 37º C, a un 5% de CO2 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 tampón de incubación y 

centrifugar a 400 g durante 5 minutos. 

- Finalmente resuspender las células en 300 µl de tampón de incubación 

y leer por triplicado en un fluorímetro de placas. 
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Determinación fluorimétrica 

 

    La medida de la emisión de fluorescencia roja y verde se lleva a cabo en un 

fluorímetro con lector de microplaca  FLx800-1 (Bio-Tek) previa agitación de 

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

 

• Lectura 1: fluorescencia roja 

                       Longitud de onda: excitación  545/40 nm 

                                                   emisión  590/20 nm 

                       Posición de la óptica: abajo 

                       Sensibilidad: 50 

 

 

• Lectura 2: fluorescencia verde 

                       Longitud de onda: excitación  450/50 nm 

                                                   emisión  528/20 nm 

                       Posición de la óptica: 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 transición mitocondrial. 

 

      La cinética del poro de transición mitocondrial se determina mediante el 

método descrito por Jones y cols (2002), mediante la medida de la 

fluorescencia emitida por un acetoximetil éster de calceína (calceína AM). 

 

    La calceína AM es un compuesto lipofílico que difunde pasivamente a las 

células y se acumula en los compartimentos citosólicos, incluyendo la 

mitocondria. Un vez dentro de las células, las esterasas intracelulares actúan 
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sobre los ésteres acetoximetilos permitiendo la liberación calceína, agente 

fluorescente de elevada polaridad, que no es capaz de atravesar las 

membranas mitocondriales o citoplasmáticas en cantidades apreciables 

durante periodos de tiempo relativamente cortos. Si añadimos cloruro de 

cobalto en este momento, la fluorescencia que la calceína 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, además de calceína y cloruro de cobalto, las 

células también se tratan con un ionóforo, la ionomicina, que permite la 

entrada de un exceso de Ca2+ en las células que dispara la activación del poro 

mitocondrial y la consecuente pérdida de la fluorescencia emitida por la 

calceína en la mitocondria. Así, la diferencia entre la fluorescencia emitida 

cuando las células son tratadas con calceína y cloruro de cobalto y la 

fluorescencia emitida cuando se añade ionomicina, nos dará una indicación 

sobre la actividad del poro de transición en dichas células (figura 4). 

 

 

 

 
Figura 4. Fluorescencia emitida por la calceína en una muestra celular (A) en ausencia de 
cloruro de cobalto e ionomicina y, por tanto correspondiente a la calceína presente tanto en 
citosol como en mitocondria; (B) en presencia de cloruro de cobalto, la fluorescencia se debe 
a la calceína contenida en las mitocondrias y (C) la fluorescencia emitida por la calceína 
prácticamente cesa en presencia de cloruro de cobalto e ionomicina. 
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Preparación de la muestra 

 

    Las muestras de PC12 se preparan siguiendo las indicaciones del fabricante 

expuestas en el kit de análisis MitoProbeTM Transition Pore Assay Kit 

(Molecular Probes): 

 

- Resuspender las células en HBSS/Ca2+ a una concentración final de 

1x106 células/ml. 

- Separar tres alícuotas de 1 ml de la suspensión celular: tubo 1, tubo 2  

y tubo 3. 

- Añadir 5µl de calceína AM 2 µM a los tubos 1, 2 y 3 y agitar bien. 

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

- Añadir 5µl de ionomicina 100 mM al tubo 3 y agitar bien. 

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

- Añadir 3.5 ml de HBSS/Ca2+ a cada tubo y centrífugar a 200 g durante 

10 minutos a temperatura ambiente, para eliminar el exceso de 

reactivos. 

- Resuspender las células en disolución salina y mantener las muestras 

en hielo hasta su determinación. Su análisis en el citómetro de flujo 

debe hacerse antes de una hora. 

 

 

Citometría de flujo 

   

    Las muestras se analizan en un citómetro de flujo BECTON DICKINSON 

modelo FACS Vantage, dotado de un láser dual ultravioleta-visible a 488 y 365 

nm y un láser rojo a 635 nm. La adquisición de la muestra se realiza a una 

concentración de 5x105 células/ml y a una velocidad de 500 células/seg, 

midiéndose en el canal FL1 con un filtro BP de 530 ± 30 nm. Los resultados se 

analizan con el programa informático CELL-QUEST. 

 

 93 
 



      

    La actividad del poro de transición se determina sustrayendo la 

fluorescencia emitida por la calceína en presencia de cloruro de cobalto e 

ionomicina (figura 4, C) a la emitida por la calceína en presencia únicamente 

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. DETERMINACIÓN DE LA MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS 
  

    La muerte celular por apoptosis se ha estimado mediante mediciones de 

citometría de flujo tras tratar las muestras celulares con anexina V-FITC e 

ioduro de propidio (PI). 

    El proceso apoptótico se caracteriza por diversos cambios morfológicos en 

la célula, entre ellos se encuentra la pérdida de asimetría de las membranas 

plasmáticas, que además es uno de los eventos que ocurren al principio del 

proceso apoptótico; la capa fosfolipídica de fosfatidilserina (PS) se transloca 

desde la cara interna hacia la cara externa de las membranas plasmáticas, 

dejando la PS expuesta al medio extracelular.  

 

    La anexina V es una proteína de 35-36 kDa, dependiente de Ca2+, capaz de 

unirse a la superficie cargada negativamente de fosfolípidos 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 algún fluorocromo, 

como el ioduro de propidio (PI), no pierde su afinidad por la PS y permite su 

medida por citometría de flujo (figura 5), constituyendo una prueba muy 

sensible para determinar células apoptóticas en fase temprana (Van Engeland 

y cols, 1996). 
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Figura 3. Imágenes obtenidas por citometría 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 
población 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 PI: 
población que se desplaza hacia el cuadrante 
inferior derecho 
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Preparación de la muestra 

 

    Las muestras celulares se preparan siguiendo las indicaciones del fabricante 

del Annexin V-FITC apoptosis detection kit I (BD PharmingenTM Technical Data 

Sheet), según el siguiente protocolo: 

 

- Lavar las células con PBS frío dos veces y resuspenderlas en tampón de 

unión (Hepes 0.1 M/NaOH, pH 7.4; NaCl 1.4 M, CaCl2 25 mM) a una 

concentración final de 1x106 células/ml. 

- Tomar 100 µl de la suspensión celular y añadir 5 µl de anexina V-FITC y 

5µl de PI.  

- Agitar suavemente e incubar en la oscuridad durante 15 minutos a 

temperatura ambiente (25º C). 

- Transcurrida la incubación, añadir 400 µl de tampón de unión a cada 

muestra. Su análisis en el citómetro de flujo debe hacerse antes de 

una hora. 

 

Citometría de flujo 

 

    Las muestras se analizan en un citómetro de flujo BECTON DICKINSON 

modelo FACS Vantage, dotado de un láser dual ultravioleta-visible a 488 y 365 

nm y un láser rojo a 635 nm. La adquisición de la muestra se realiza a una 

concentración de 5x105 células/ml y a una velocidad de 500 células/seg, 

midiéndose en los canales FL1 y FL2 con filtros BP de 530 ± 30 nm y 585 ± 42 

nm respectivamente. Los resultados se analizan con el programa informático 

CELL-QUEST. 

 

    El porcentaje de células al que le ha sido inducida la apoptosis se calcula 

sustrayendo el porcentaje de células apoptóticas en una población no tratada 

(control) del porcentaje de células apoptóticas en una población tratada 

(rotenona, melatonina y demás drogas empleadas). 
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7. MEDIDA DE ESTRÉS OXIDATIVO CELULAR 

                

7.1. Determinación 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 protección frente a especies reactivas de oxígeno y el 

mantenimiento de los grupos -SH de las proteínas. Durante estas reacciones, 

el GSH se transforma en glutation oxidado (GSSG), el cual puede ser reciclado 

nuevamente a GSH por acción de la glutation reductasa (GRd), que utiliza 

NADPH como coenzima. En condiciones normales, el GSH es la forma 

predominante en los organismos. 

 

     EL DTNB (ácido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico)), conocido como el reactivo 

de Ellman, se utiliza para detectar compuestos tiol. En 1985, Anderson, 

basándose en un  método anterior descrito por Griffith (1980), sugirió que el 

sistema de reciclaje del GSH por el DTNB y GRd representa un método muy 

sensible para la cuantificación de GSH. DTNB y GSH reaccionan para generar 

ácido 2-nitro-5-tiobenzoico (NTB) y GSSG. El NTB es un producto coloreado 

que posee un máximo de absorción 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 aparición de NTB 

será directamente proporcional a la concentración de glutation total (GSX), 

suma de GSH y GSSG.  

 

    Si conseguimos “anular” antes de dar comienzo la reacción al GSH 

(tratando con vinilpiridina), se podrá determinar, con el mismo método, el 

contenido de GSSG de la muestra, ya que la reacción se iniciará 

transformando el GSSG en GSH por la GRd en presencia de NADH y la 

absorbancia emitida se corresponderá en este caso únicamente con el 

contenido en GSSG. Restando al contenido en GSX el obtenido en GSSG, 

tendremos la concentración de GSH de la muestra. 
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Preparación de la muestra 

 

    Antes del tratamiento con DTNB, es necesario eliminar las proteínas de las 

soluciones de muestras; Para ello se tratan las muestras con ácido 

sulfosalicílico (SSA), que permite precipitar proteínas y aminoácidos libres y 

prevenir la oxidación del GSH en la reacción de la γ-glutamil transpeptidasa. 

 

    El procedimiento a seguir es el siguiente: 

 

- Recoger las células (5x105) por centrifugación a 200 g durante 10 

minutos a 4ºC y lavar el precipitado con 300 µl de PBS. 

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

- Lisar las células mediante sonicación (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 4ºC y recoger el 

sobrenadante para las mediciones de GSX y GSSG. Conservar el 

precipitado para su posterior determinación de proteínas. 

- Para la determinación de GSX, tomar una alícuota de la muestra que 

se diluye 1:5 en tampón fosfato-EDTA 0.125 M a pH 7.5. 

- Para la determinación de GSSG, tomar una alícuota de la muestra, 

diluir 1:2 con tampón fosfato-EDTA 0.125 M a pH 7.5 y añadir 1 µl de 

2-vinilpiridina por cada 100 µl de volumen de muestra. Agitar bien e 

incubar la muestra 30 minutos a 30ºC. Centrifugar a 1000 g durante 1 

minuto a 4ºC. Tomar sobrenadante y diluir 1:4 con tampón fosfato-

EDTA 0.125 M a pH 7.5.  
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Determinación espectrofotométrica de GSX y GSSG. 

 

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

12.5 µM) en SSA a la misma concentración final que la muestra. 

 

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

eppendorf añadir: 

 

- 200 µl de muestra o estándar 

- 100 µl de DTNB 6 mM preparado en tampón fosfato-EDTA 0.125 M a pH 

7.5 

- 700 µl del coenzima NADPH 0.3 mM preparado fresco en tampón 

fosfato-EDTA 0.125 M a pH 7.5 

 

    Agitar bien e incubamos a 30º C durante 3 minutos en el baño maría. 

Pasado este tiempo añadir 5 µl de GRd (200 U/ml), agitar bien y medir 

inmediatamente su absorbancia a 412 nm durante 3 minutos en un 

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

 

    Los valores obtenidos por el espectrofotómetro indican el incremento de 

absorbancia del NTB formado durante 3 minutos de reacción, este incremento 

no es más que la pendiente de la curva cinética de la reacción colorimétrica 

del DTNB con los patrones de GSH. Tomando los valores de estas pendientes y 

representándolos en función de la concentración de los estándares de GSH 

obtenemos una recta de regresión (coeficiente de regresión 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 concentración de GSH en la muestra. Los resultados se expresan en 

nmoles de GSH ó de GSSG por miligramo de proteína. 
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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 caída de absorbancia 

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

 

     La GPx cataliza la reducción de hidroperóxidos por GSH. La GPx está 

formada por cuatro subunidades idénticas, cada una de las cuales contiene un 

residuo de selenocisteína en su sitio activo, que participa en la reducción de 

dos electrones del peróxido sustrato. El enzima usa GSH como último donante 

de electrones para generar la forma reducida de la selenocisteína (Ursini, 

1985). 

 

         ROOH    +    2 GSH                    
x 

 

        GSSG   +   NADPH   +   H+            

 

    La reacción de detoxificación d

recuperación del GSH, catalizada por 

en cada una de sus subunidades, qu

NADPH y por el GSSG. La enzima se in

o Cd2+) y desciende su actividad 

concentraciones mayores de 60 mM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

GP

                  ROH    +    GSSG    +    H2O 

d 
GR

                            2 GSH    +    NADP+

e la GPx lleva ligada la reacción de 

la GRd. La GRd contiene una unidad FAD 

e muestran una elevada afinidad por el 

hibe con iones metálicos divalentes (Zn2+ 

en presencia de sulfato amónico a 
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Preparación de la muestra 

 

    La preparación de los cultivos para la determinación de la actividad de GPx 

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

 

- Despegar las células (5x105) del colágeno y lavar con PBS. Centrifugar 

a 200 g durante 10 minutos. 

- Homogenizar las células en 100 µl tampón fosfato (50 mM pH 7.4) con 

EDTA(K+) 1 mM mediante sonicación (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 4º C, recoger 

el sobrenadante y separarlo en sendas alícuotas para determinar la 

activada de GPx y GRd (guardar las muestras a –80º C hasta el 

momento de su determinación). 

 

Medida de la actividad de la GPx 

 

    Se determina la caída de absorbancia a 340 nm de la muestra catalizada 

por la GRd añadida al medio de reacción y, paralelamente la caída de 

absorbancia de la muestra por oxidación espontánea de NADPH (reacción no 

catalizada). La resta entre ambas indicará la actividad de la GPx de la 

muestra problema. 

 

- Reacción no catalizada: en un eppendorf añadir 600 µl de NADPH 0.2 

mM preparado fresco en tampón fosfato-EDTA, y 25 µl de muestra 

problema e incubar en el baño maría durante 4 minutos a 37º C. Tras 

la incubación, añadir 25 µl de cumeno hidroperóxido (a concentración 

suficiente para lanzar la reacción) y medir su absorbancia a 340 nm 

durante 3 minutos en un espectrofotómetro de UV-visible (Shimadzu 

UV-1603). 
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- Reacción catalizada: en un eppendorf añadir 600 µl de disolución de 

trabajo preparado fresco en tampón fosfato EDTA (azida sódica 4.2 

mM, GSH 4.2 mM, NADPH 0.2 mM y GRd 0.5 U/ml), 25 µl de la muestra 

problema e incubar durante 4 minutos a 37º C. Pasado este tiempo 

añadir 25 µl de cumeno hidroperóxido y medir su absorbancia a 340 nm 

durante 3 minutos en un espectrofotómetro de UV-visible (Shimadzu 

UV-1603). 

 

    La actividad enzimática se determina siguiendo la siguiente fórmula: 

 

 

nmol/min/ml  =                                                                      × 

Vtotal( ∆ Absr.catalizada - ∆ Absr. no catalizada)340 nm / 3 minutos 

 

 

donde εNADPH  es el coeficiente de

cm-1). Los valores de actividad de 

específica en nmol/min/mg de pro

 

Medida de la actividad de la GRd 

 

    Se determina la caída de absor

GSSG como sustrato para la GRd y

la muestra por oxidación espontán

diferencia entre ambas indicará

problema. 

 

- Reacción no catalizada: e

fosfato-EDTA, añadir 35 µl 

maría durante 4 minutos a

NADPH y medir su absorb

espectrofotómetro de UV-v

 

 
 

             

VmuestraεNADPH  

 extinción molar del NADPH ( 0.00622 µM –1 

GPx se expresan como actividad enzimática 

teína de muestra. 

bancia a 340 nm de la muestra tras añadir 

, paralelamente la caída de absorbancia de 

ea de NADPH (reacción no catalizada). La 

 la actividad de la GRx de la muestra 
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de muestra problema e incubar en el baño 

 37º C. Tras la incubación añadir 8.5 µl de 

ancia a 340 nm durante 3 minutos en un 
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- Reacción catalizada: en un eppendorf añadir 465 µl de GSSG 2 mM 

preparado fresco en tampón fosfato EDTA; poner 35 µl de la muestra 

problema e incubar durante 4 minutos a 37º C. Pasado este tiempo 

añadir 8.5 µl de NADPH y medir su absorbancia a 340 nm durante 3 

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

 

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

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

 

 

8. DETERMINACIÓN DE CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

    La concentración de proteínas de las muestras se determina siguiendo el 

método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). Se basa en la formación 

de un compuesto coloreado entre el azul comassie y las proteínas, que se 

caracteriza por presentar un máximo de absorción a 595 mm y un alto 

coeficiente de extinción, lo que permite una elevada sensibilidad en la 

determinación. 

 

      El reactivo de Bradford se prepara disolviendo 100 mg de azul comassie G 

250 en 50 ml de etanol 96% y añadiendo 100 ml de ácido ortofosfórico 85% y 

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

 

Preparación de la muestra 

 

Preparar una disolución patrón de albúmina en agua destilada y distintos 

estándares de concentración creciente de albúmina (0-250 µg/ml). 

Paralelamente preparar las muestras problema con la dilución adecuada. 

Añadora todos los tubos (estándares 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 espectrofotómetro con lector de microplacas 

(Bio-Tec PowerWavex). 
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    La concentración de proteínas de la muestra problema se obtiene 

interpolando su valor de absorbancia en la curva patrón obtenida (coeficiente 

correlación 0.99 ± 0.01) y multiplicando posteriormente por el factor de 

dilución aplicado en cada caso. Los valores de concentración de proteínas se 

expresan en mg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9 . ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

 

    Todos los datos se expresan como valor medio ± error estándar de la media 

(SEM). En cada caso se realizan tres experimentos por duplicado. Se realiza un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA I) seguido de un estudio de la t de 

Student por el método Neuman-Keuls (específico para varios grupos). El nivel 

de significación se establece en P < 0.05. 
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1. VALORACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL 
 
 
1.1. Viablilidad Celular. Efectos de la melatonina y la CsA sobre la 
inhibición 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 análisis de la viabilidad en células 

tratadas con el tóxico a concentraciones comprendidas entre 10 nM y 10 µM, 

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 µM hay un 50% de células vivas (P< 0.001) y a 10 µM desciende la 

viabilidad hasta un 80% con respecto a las células control tratadas con 

vehículo (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% aún a la dosis más 

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 prácticamente 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 

concentración empleada de 3 µM, 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 más eficaz para proteger y mantener la viabilidad 

celular que una dosis mucho mayor (3 µM) 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 µM (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 inhibición 

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 algún efecto en la producción y 

liberación 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 drásticamente. 

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

 

    Al tratar las muestras incubadas en presencia del neurotóxico con aMT no 

se observa una recuperación significativa de los niveles de catecolaminas 

intracelulares; tan sólo 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 ocurrió 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 proteína) 

 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 µM 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 24.23 ± 0.91*** 11.72 ± 2.63*** 0.00 ± 0.00*** 

Rot + 100 nM aMT 46.90 ± 4.69*** 20.79 ± 2.91*** 0.00 ± 0.00*** 

Rot + 3 µM CsA 19.68 ± 4.57*** 10.60 ± 1.93*** 0.00 ± 0.00*** 

 
Valores intracelulares de dopamina (DA), ácido dihidroxifenil acético (DOPAC) y ácido 
homovanílico (HVA) de células PC12 diferenciadas incubadas en presencia de rotenona (500 
nM) y/o aMT (10 y 100 nM( y CsA (3 µM). ***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 sólo 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 

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

 

Tabla 2. Catecolaminas extracelulares (ng/mg proteína) 

 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 µM CsA 34.54 ± 1.68* 227.23 ± 14.45 6.43 ± 1.07 126.53 ±3.21*** 65.52 ± 2.23 

Rotenona 87.22 ± 3.31*** 195.48 ± 8.91 0.00 ± 0.00*** 29.04 ± 1.52*** 18.26 ± 2.58***

Rot + 10 nM 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 µM 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), ácido dihidroxifenil 
acético (DOPAc), ácido 5-hidroxiindolacético (5HIAA), ácido homovanílico (HVA) y 3-
metoxitriptamina (3MT) de células PC12 diferenciadas incubadas en presencia de rotenona (500 
nM) y/o aMT (10 y 100 nM) y CsA  (3 µM). *P < 0.05, **P< 0.01 y ***P< 0.001 vs control. 
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1.3. Complejo I de la CTE.  Efectos de la melatonina y la CsA sobre la 

inhibición del complejo I inducida por la rotenona. 

 

La inhibición de la actividad del complejo  I constituye un pilar 

fundamental en el desarrollo de nuestro modelo experimental. La Figura 2 

muestra la actividad del complejo I mitocondrial en cultivos de PC12 

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

     

 

    La actividad del complejo I (expresada en nmoles de NADH oxidados por 

minuto y por miligramo de proteína), 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 I 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 I 

(P< 0.05 frente a rotenona), y a 100 nM la recuperación de la activad es de un 

50%  (P< 0.01 frente a rotenona). A la dosis más alta utilizada (500 nM), la 

aMT prácticamente normaliza la actividad del complejo (P< 0.001 frente a 

rotenona) (Figura 2). 

 

    Cabe destacar que la CsA no tiene ningún efecto significativo en la 

actividad del complejo I, ni es capaz de recuperarla cuando el cultivo se trata 

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

 

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

 

2.1. Producción de ATP y carga energética. 

 

    La disfunción en la cadena de transporte electrónico de la mitocondria 

lleva consigo una disminución de la producción de ATP. 

 

    La Tabla 3 presenta los valores intramitocondriales de los nucleótidos de 

adenina : el ATP es el más 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 ningún efecto significativo en los niveles de nucleótidos con 

respecto al control. La CsA no altera significativamente los valores de ninguno 

de los nucleótidos. 

 

    El tratamiento con rotenona disminuye los niveles de los tres nucleótidos 

de adenina, siendo más 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 estadísticamente. 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 variación 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).  

        

Tabla 3. AMP, ADP y ATP intramitocondriales 
(µg/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 µM 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 µM 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 µM). *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 nucleótidos de 

adenina presentes en la mitocondria, destacando el aumento del total de 

nucleótidos al tratar la muestra con aMT a 100 nM con respecto al control (P< 

0.001), un marcado descenso de los mismos tras la incubación con rotenona 

(P< 0.01) y una recuperación del total de nucleótidos 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 citosólicas de AMP,  ADP y ATP siguen un orden inverso a 

las mitocondriales (tabla 4).  En este caso, el es AMP el más abundante, 

seguido por ADP y ATP, cuya concentración en el citosol es muy reducida. La 

melatonina aumenta significativamente los valores de ATP citosólicos 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 citosólicas 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 dráticamente 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 nucleótidos 

de adenina, aunque tan sólo 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 ningún cambio significativo en los niveles citosólicos de 

AMP, ADP y ATP con respecto a la muestra incubada sólo con rotenona (Tabla 

4). 

 

    Al calcular la suma de nucleótidos 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 incubación con 

rotenona los disminuye drásticmente (P< 0.001), siendo solamente 

considerable la recuperación de los mismos ocasionada por el tratamiento con 

aMT 100 nM en presencia del tóxico (P< 0.05), aunque aún muy por debajo del 

valor del control (Tabla 4). 
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Tabla 4. AMP, ADP y ATP citosólicos (µg/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 ± 0.22*** 8.97 ± 0.17 

100 nM aMT 4.01 ± 0.27 3.43 ± 0.14 1.16 ± 0.11** 8.60 ± 0.31 

3 µM CsA 6.42 ± 0.65*** 5.62 ± 0.35*** 2.10 ± 0.14*** 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 µM CsA 1.69 ± 0.30*** 0.58 ± 0.07*** 0.12 ± 0.06* 2.39 ± 0.31***

 
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 
µM). *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 

citosólica. 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 índice de la carga 

energética es muy similar al de la muestra con rotenona únicamente; 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 próximo al de la muestra control. El tratamiento con CsA no 

induce ningún 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 µM). *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 (∆Ψm) 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 concentración de 100 nM de aMT, el ∆Ψm 

permanece en un estado similar al que presenta la muestra control. El 

tratamiento con CsA no altera el ∆Ψm con respecto al control.  

 

    La rotenona causa un descenso significativo del ∆Ψm (P< 0.001) frente al 

mostrado por la muestra control. Esta caída en el ∆Ψm 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 ∆Ψm, 

presentando un nivel semejante al del control (P< 0.001 frente a rotenona). 

La CsA también restaura el nivel normal de ∆Ψm 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 (3µM). *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 transición. 

 

    La Figura 5  representa la cinética del poro de transición de la 

mitocondria. Se puede observar cómo en este caso ni la melatonia (10 nM y 

100nM) ni la CsA alteran de manera significativa la cinética del poro de 

transición en condiciones nomales, con respecto al control.  

 

    El tratamiento con rotenona aumenta drásticamente la fluorescencia 

emitida por la calceína, que refleja la apertura del poro, con respecto al 

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

 

    Al igual que sucedía 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 tóxico (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 transición mitocondrial por 
emisión de fluorescencia de la calceína en células PC12 diferenciadas, 
tratadas durante 24 horas con rotenona (500mM) y/o aMT (10, 100 nM) y 
CsA (3µM).Se representa la diferencia de fluorescencia emitida por la 
calceína 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 determinó mediante 

citometría 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 

inducción de apoptosis según la concentración empleada; así a dosis muy 

bajas como 1 y 10 nM se observa un aumento significativo del porcentaje de 

células apoptóticas con respecto al control (P< 0.05). Sin embargo al aumentar 

la concentración de la indolamina, el porcentaje de células apoptóticas 

disminuye a menos de un 10% con 100 nM de aMT, y es prácticamente 

inapreciable a concentraciones considerablemente elevadas como 1 µM . 
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Figura 6. Porcentaje de células apoptóticas determinado por citometría 
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 citometría 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 

mayoría de la población celular se concentra en el cuadrante inferior derecho 

(células viables) y (B), donde parte de la población celular migra hacia el 

cuadrante inferior izquierdo representativo de las células que sufren 

apoptosis. En diagrama (C), representa la citometría de una muestra incubada 

con rotenona y tratada con melatonina (100 nM); se observa cómo el 

desplazamiento de la población celular hacia el cuadrante apoptótico se ve 

reducido considerablemente. 
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ura 7. Diagramas de citometría de flujo de células PC12 
erenciadas tratadas con anexina V-FITC y PI. (A) muestra control, 
) muestra incubada con rotenona 500 nM durante 24 horas y (C) 
estra tratada con 100 nM de aMT e incubada en presencia de 

tenona durante 24 horas, 
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La Figura 8 representa el porcentaje de población apoptótica con respecto al 

control. Los resultados obtenidos indican que la aMT (en ausencia de 

rotenona) tiene un efecto proapoptótico 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 variación en cuanto a 

inducción 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 próximos 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 apoptóticas determinado por citometría 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 µM) 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 ESTRÉS OXIDATIVO EN 

LAS CÉLULAS PC12. 

 

 

    La Figura 9 muestra una curva dosis-respuesta del índice 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 prácticamente 

inexistente, estando la mayoría del glutation en su forma reducida, por lo que 

el índice GSSG/GSH es muy bajo. Se observa un efecto dosis-dependiente de 

la rotenona sobre la relación GSSG/GSH, donde a medida aumenta la 

concentración del neurotóxico, el nivel de GSSG va aumentando en 

detrimento del GSH. Con 25 nM de rotenona, ya es significativo el aumento 

del índice GSSG/GSH (P< 0.05), siendo mayor a medida que aumenta la 

concentración de rotenona (P< 0.0001 para 500 y 1000 nM de rotenona). 
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 Figura 9. Representación del índice 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 determinó, además del índice GSSG/GSH, la actividad de los 

enzimas implicados en la oxido-reducción 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 función de la 

concentración de rotenona empleada, tras 24 horas de incubación. 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 µM, 

P<0.05). La Figura 10 muestra asimismo cómo la actividad de la GRd 

disminuye de manera dosis-dependiente con la rotenona. La actividad de la 

GRd desciende a más de la mitad cuando se incuban las células con 500 nM de 

rotenona (P<0.05) y se reduce drásticamente con 1 µM 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 diferenciadas 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 ningún efecto aparente en 

los niveles de glutation celulares, y el índice GSSG/GSH permanece en un 

estado similar al del control. 

 

    Al incubar las células con 500 nM de rotenona durante 24 horas, el índice 

GSSG/GSH aumenta drásticamente (P< 0.001) como resultado de un aumento 

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

 

    El tratamiento con aMT de las células incubadas con 500 nM de rotenona 

recupera el índice GSSG/GSH (Figura 11); A dosis de 10 nM de aMT cociente 

GSSG/GSH disminuye a más de la mitad con respecto a la muestra incubada 

solo con rotenona (P< 0.05). El índice 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 índice 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. Representación del índice GSSG/GSH de células PC12 
diferenciadas, tratadas durante 24 horas con rotenona (500 nM) y/o aMT 
(10, 100 nM) y  CsA (3 µM). *P < 0.05, **P< 0.01 y ***P< 0.001 vs control; # P < 
0.05, y ###P< 0.001 vs rotenona. 
uanto a la actividad de los enzimas implicados en el ciclo del glutation 

a 12 muestra como el tratamiento con aMT hace aumentar claramente 

idad de la GRd con respecto al control (P< 0.05), tanto con aMT a 10 

mo a 100 nM. En cuanto a la GPx, su actividad no se ve 

ativamente alterada cuando se trata el cultivo con aMT. Un efecto más 

ado se observa cuando se incuban las células con CsA, que induce una 

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

dosis empleada de rotenona (500 nM), la actividad de la GPx no se ve 

a de manera significativa con respecto al control, mientras que  la 

ad de la GRd desciende considerablemente tras la incubación con el 

(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 µM). *P < 0.05, **P< 0.01 y ***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 características bioquímicas y fisopatológicas más 

importantes encontradas en pacientes que desarrollan la enfermedad (Parker, 

1989; Shapira 1989; Menegon 1998; Greenamyre, 2003).  

 

    El sustrato patológico de las anormalidades clínicas y farmacológicas que 

caracterizan la EP es la muerte de las células dopaminérgicas de la sustancia 

negra pars compacta (Greenfield y Bosanquet, 1953), aunque los síntomas de 

esta enfermedad no comienzan a ser aparentes hasta que se encuentra 

dañada más del 50% de esta población neuronal (Heinz, 1993). Las células 

PC12 son catecolaminérgicas que en respuesta al NGF adoptan morfología 

neuronal, lo que hace que se trate de un modelo muy útil para nuestro 

estudio. El tratamiento con NGF no afecta a la liberación, almacenamiento o 

recaptación de catecolaminas, aunque aumenta la excitabilidad eléctrica y la 

sensibilidad a acetilcolina, provocando que las células diferenciadas sean más 

susceptibles al daño 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  neurotóxico. A partir de 

una dosis de 10 nM, ya comienza a apreciarse una tendencia descendente en 

la viabilidad celular. A dosis más altas, 1 µM, la rotenona induce una pérdida 

de la viabilidad celular del 50% del cultivo, y casi del 80% con 10 µM. En 

general, los resultados de otros autores son similares, y encuentran efectos 

sobre la viabilidad celular a concentraciones de rotenona entre 50 nM-5µM 

cuando las células se tratan durante 24 horas (Wang y cols, 2005). En otros 

casos, sin embargo son necesarios tratamientos crónicos 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 típicas de la EP.  

Además, todo esto va acompañado de un aumento de la DA extracelular 

debido a un descenso en la funcionalidad del transportador de DA, lo que 

impide su recaptación. Esta DA extracelular sufre lo que se conoce como 

autooxidación, dando lugar a un aumento en la producción de ROS y, por 

tanto, a una aceleración en el proceso de muerte neuronal (Schwarz, 2003). 

Nuestros resultados indican una drástica reducción de DA intracelular en 

cultivos de PC12 diferenciadas incubados con rotenona y de su principal 

metabolito, el DOPAC, así 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 liberación de catecolaminas en 

cultivos de PC12 (Taylor y cols, 2000). En este mismo estudio se demostró que 

la acumulación de DA extracelular tras el tratamiento con rotenona se debe a 

un aumento de la secreción de DA por exocitosis, dependiente de calcio 

(Taylor y cols, 2000), aunque otos estudios posteriores llegaron a la conclusión 

de que además tiene lugar un descenso en la actividad del transportador de 

DA debido a una inhibición no competitiva del mismo (Marangos y cols., 2002). 

Por otro lado, el aumento en la producción de radicales libres inducido por la 

autooxidación de la DA puede dañar la proteína del transportador de DA, 

dando lugar a un círculo vicioso que implica un mayor aumento de DA 

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

 

   Las células PC12 diferenciadas son grandes productoras y almacenadoras de 

DA, sus vesículas son fácilmente visibles al microscopio y contienen la mayor 

parte de la DA producida. De modo que la concentración de DA encontrada en 

el interior celular es muy elevada en comparación con la de sus metabolitos,  
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DOPAC y HVA. El DOPAC procede de la acción directa de la MAO (localizada en 

la membrana externa de la mitocondria) sobre la DA y posterior 

deshidrogenación del metabolito intermedio. Vía 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 tóxicos. Este hecho se ha demostrado en este modelo de 

células PC12 diferenciadas con NGF, en el que la inhibición de la producción 

endógena de DA reduce considerablemente muerte celular inducida por la 

rotenona (Liu HQ y cols, 2005). 
 

   La toxicidad de la rotenona se debe a su interacción directa con el complejo 

I 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 

interacción induce la pérdida de los electrones que debían ser transportados 

desde el NADH a la ubiquinona, en su lugar de reducción (Hensley y cols, 

1998; Kushnareva y cols, 2002). Una inhibición parcial del complejo I por 

rotenona, favorece la transferencia de electrones al complejo II y, como 

consecuencia, un incremento en la producción de anión superóxido (de hasta 

cuatro veces superior que si los electrones se canalizan vía complejo I) (Prior, 

1982; Barrientos y Moraes, 1999). Otro agente tóxico, el MPP+ (forma activo 

del MPTP) compite por el mismo sitio de inhibición del complejo I que la 

rotenona (Cassarino y cols, 1999), aunque depende de los  mecanismos de 

recaptación 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 inhibición ubicua del complejo I, pero sólo provoca la 

degeneración en la sustancia negra (y en algún grado en el locus coeruleus) 

(Jenner, 2001). Ambas toxinas inducen la muerte de neuronas dopaminérgicas 

adyacentes al área tegmental ventral, de modo que parece que las neuronas 

de la sustancia negra podrían ser especialmente vulnerables a la inhibición del 

complejo I (Betarbet y cols, 2002; Jenner, 2002). El paraquat, pesticida de 
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similar estructura química que el MPP+, genera, por su parte, un aumento de 

ROS en la mitocondria a través de dos caminos, (i) reacciones cíclicas de 

oxidación-reducción entre el paraquat y oxígeno molecular y (ii) formación de 

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

 

    En nuestro caso,  una dosis de rotenona de 500 nM produce una inhibición 

total de la actividad complejo I de la CTE. La interrupción en el normal 

funcionamiento de la CTE induce una producción elevada de ROS originada 

por los electrones que se escapan del complejo I al reaccionar con el oxígeno 

molecular presente, afectando al funcionamiento del resto de la cadena 

respiratoria y al proceso de fosforilación oxidativa. La reducción parcial del 

oxígeno molecular da lugar a anión radical superóxido, el cual pasa a peróxido 

de hidrógeno y posteriormente a radical hidroxilo cuando capta dos electrones 

consecutivamente, siendo este último el principal responsable del daño 

oxidativo posterior. Este argumento queda respaldado con los resultados 

publicados en los útimos años, donde el tratamiento con rotenona induce la 

generación de ROS y la consecuente disfunción 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 única 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 está considerado como el primer marcador de estrés oxidativo 

en la EP presintomática (Jha y cols, 2000). El GSH es el principal componente 

celular encargado de mantener los grupos sulfidrilos de las proteínas en su 

estado reducido y de regular la actividad de enzimas tiol-dependientes, entre 

ellas la NADH-deshidrogenasa del complejo I (Balijepalli y cols, 1999; Jha y  
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cols, 2000). Para proteger a las proteínas de la oxidación, este tripéptido 

forma aductos de la forma ‘proteína-SS-GSH’, los cuales pueden ser re-

reducidos a proeínas por acción de la GRd (Ravindranath y Reed, 1990; Jung y 

thomas, 1996). Nuestros resultados revelan que la rotenona induce un 

aumento en la relación 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 

índice GSSG/GSH se mantiene elevado, mientras que la inhibición de la GRd 

se hace aún más patente. Esta disminución en la actividad de la GRd va 

acompañada, sin embargo, de un aumento en la actividad del otro enzima del 

ciclo del GSH, la GPx. Este hecho se explica fácilmente teniendo en cuenta la 

función del enzima y las condiciones de estrés oxidativo presentes en la 

célula; la GRd cataliza la reducción 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 

situación en la que la presencia de radicales libres está incrementada, 

aumenta la generación de GSSG a costa del GSH, que intenta reducir a los 

peróxidos formados por acción de la GPx. De esta manera se desequilibra la 

relación entre GSSG/GSH aumentando progresivamente la concentración 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 daña 

irreversiblemente por las ROS generadas en estas condiciones, donde existen 

grandes dificultades para reciclar el GSH. 

 

   En el sistema nervioso el GSH desempeña un importarte papel, tanto como 

antioxidante, como modulador del estados redox, y su disminución como 

consecuencia del la inhibición del complejo I, está íntimamente relacionada 

con la subsecuente disfunción mitocondrial que conduce en última 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 inhibición de la Na/K-ATPasa (Octavian y 

cols., 1997). En células PC12 en las que se ha inducido una inhibición de los 

niveles de GSH tras la inhibición de la glutamil-cisteina sintetasa, se observa 

un aumento de los niveles de ROS, que da lugar a una inhibición selectiva del 

complejo I de la CTE. Según esto, se puede concluir que tanto la inhibición 

del complejo I de la cadena de transporte electrónico como la reducción de 

los niveles de GSH pueden dar lugar a la inducción 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 inhibición del complejo I, la 

concentración de ATP mitocondrial desciende considerablemente, 

comprometiendo el estado bioenergético de la célula. Sin embargo, la 

concentración 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 líneas de neuroblastoma SH-SY5Y, donde se 

observa un descenso en los niveles de ATP celular en función del tiempo de 

exposición  a la rotenona (Shamoto-Nagai y cols, 2003) y en cultivos primarios 

de mesencéfalo, donde además desciende la función proteosomal de la 

ubiquitina (proceso dependiente de ATP) tras exposiciones crónicas y agudas a 

rotenona (Zeevalk y Bernard, 2005). Por otro lado y, como ya hemos señalado 

con anterioridad, se ha sugerido que el estrés oxidativo daña los 

transportadores de DA celulares, que además disminuyen su función cuando 

hay una carencia significativa en la producción de ATP, ya que la recaptación 

de DA por parte de la célula es un proceso dependiente de energía (Fonck y 

Baudry, 2003). Esto explica que, tras incubar el cultivo con rotenona, la 

concentración 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 producción de 
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ROS es importante, también aumenta la liberación 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 ∆Ψm (Zamzami y cols., 1996; Zamzami 

y Kroemer, 2001), que a su vez puede inducir la formación de más radicales 

libres (Zamzami y Kroemer, 2001). La medida de respiración celular, realizada 

con poblaciones de células enteras, ha mostrado que un descenso en el ∆Ψm 

puede correlacionarse, tal y como era de esperar, con desacoplamiento de la 

CTE y descenso en la producción de ATP mitocondrial (Leist y cols, 1997). 

Parece ser que cambios importantes en el balance energético (ausencia de 

oxígeno, descenso de los niveles de ATP, descenso de los niveles de NADH y 

descenso en el ∆Ψm) o cambios en el equilibrio redox (oxidación/reducción de 

los niveles de GSH, aumento de RNS/ROS) de la célula, pueden dar lugar a 

permeabilización 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 vía intrínseca o mitocondrial, con la consiguiente 

liberación de moléculas de pequeño tamaño (<1500 Da) al citosol de la célula 

(Zamzami y Kroemer, 2001; León 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 señalización posteriores son diferentes. Además, 

necrosis y apoptosis pueden pueden suceder simultáneamente en tejidos o 

cultivos celulares expuestos al mismo estímulo y la prevalencia de una u otra 

depende de la concentración del tóxico 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 ∆Ψm 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 generación de radicales 
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libres y que además está potenciada por la propia auto-oxidación de la DA, 

puesto que al tratar el cultivo con reserpina (inhibidor de la síntesis de DA), la 

producción 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 CÉLULAS 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 fisiológicos 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 µM) (Reiter y Tan, 2003b). 

También se ha realizado un estudio comparativo con CsA, un inhibidor 

selectivo de la apertura del PTM a una concentración (3 µM) a la que no causa 

efecto tóxico en los cultivos (Seaton y cols, 1998) y que impide la liberación 

de citocromo c y la activación de caspasa 3 en condiciones de estrés oxidativo 

(Bal-Price y Brown, 2000).     

 

   Según 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 sólo 

la melatonina a 100 nM fue capaz de recuperar totalmente la viabilidad hasta 

los niveles del control a la dosis más alta de rotenona (10 µM). En el caso de 

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

 

   Aunque se produce una recuperación de la viabilidad en las células tratadas 

con 500 nM de rotenona tras el tratamiento con melatonina 10 ó 100 nM, no se 

produce recuperación de los niveles de catecolaminas intracelulares. Tan sólo 

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 neurotóxico sólo. El cotratamiento con CsA tampoco tiene 

ningún 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 (Acuña-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 actúa en el SNC y periférico modulando la 

liberación de DA, encontrándose altos niveles del neurotransmisor durante el 

día 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 D2) bloquea la inhibición de la respuesta excitadora de las 

neuronas estriatales a la estimulación cortical (Escames y cols, 1996, 2001). 

En cuanto a la CsA, Tavares y colaboradores han demostrado que induce la 

liberación de DA y sus metabolitos de las terminales nerviosas simpáticas 

actuando directamente sobre el transportador de catecolaminas (Tavares y 

cols, 2003), lo que explicaría 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 cómo la melatonina recupera la actividad del 

complejo I mitocondrial inhibido por la rotenona. El restablecimiento de la 

actividad del complejo I es mayor cuanto más alta es la dosis de melatonina 

empleada. Así, con melatonina 10 nM se observa una leve recuperación, 

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 I mitocondrial tanto en mitocondrias aisladas de 

hígado 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 disfunción está asociada a la inhibición del complejo I de la CTE 

(León y cols, 2004; Dabeni-Sala y cols., 2001; Khaldy y cols, 2003). La CsA no 

presenta ningún efecto sobre el complejo I cuando se utiliza sola o con 

rotenona.   

 

    Un gran número 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 sólo como 

depurador de radicales libres causados por agentes prooxidantes (Martín y 

cols, 2000b; Tan y cols, 2000; Acuña-Castroviejo y cols, 2003; Escames y cols, 

2003), sino también por una acción directa sobre los complejos de la CTE 

(Acuña-Castroviejo y cols, 2001; Martín y cols, 2002; León y cols, 2004). En 

nuestro caso, las dosis utilizadas de melatonina no han sido suficientes para 

estimular por sí 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 I 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 así el flujo electrónico de la cadena, efecto que no poseen otros 
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antioxidantes (Martín y cols, 2002). Recientemente se ha demostrado que la 

melatonina aumenta la actividad del complejo I gracias a que es capaz de 

recuperar los niveles de NADH, precisamente a través de la cesión de 

electrones, aunque no al complejo I 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 síntesis de ATP. La inhibición del complejo I conlleva un 

escape de electrones que reducen parcialmente al oxigeno molecular 

presente formando ROS, que a su vez van a dañar a los otros complejos de la 

cadena, en especial al complejo IV, muy vulnerable al estrés oxidativo. En 

condiciones fisiológicas el complejo IV se regula por el NO, que compite por el 

oxigeno en su sitio de unión a este complejo (Bóveris y cols, 2000; Brown, 

2001). Así, la producción basal de ROS en la mitocondria se encuentra 

regulada por el NO endógeno, que modula el consumo de oxígeno a nivel de la 

citocromo c oxidasa (Sarkela y cols, 2001). Sin embargo, en condiciones 

patológicas con presencia de elevadas concentraciones de ROS, el NO 

reacciona para formar ONOO-, un radical de nitrógeno que daña 

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

 

    En estas condiciones, con los complejos de la CTE dañados, el acoplamiento 

entre el transporte de electrones y la fosforilación oxidativa está alterado. El 

complejo V se sirve de la fuerza protón motriz asociada gradiente de protones 

bombeados desde los complejos mitocondriales, para sintetizar ATP a partir 

de ADP y Pi (Mitchell y Moyle, 1967). Además, el gradiente de protones a 

través de la membrana permite el establecimiento de una diferencia de 

potencial a ambos lados de las membranas mitocondriales (∆Ψm) esencial 

para mantener su integridad y funcionalidad del orgánulo. De modo que la 

inhibición del complejo I lleva asociada tanto un descenso en la bioenergética 

mitocondrial, como una alteración en el potencial de su membrana, lo que 

además implica cambios en su estructura y, por tanto, en su función 

(Greenamyre y cols, 2003).  
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    Nuestros resultados siguen esta sucesión de acontecimientos, ya que tras el 

daño en la CTE inducido por la incubación con rotenona, descienden 

drásticamente tanto la concentración de  ATP como el ∆Ψm. La melatonina a 

la dosis 100 nM, a pesar de recuperar sólo el 50 % de la actividad del complejo 

I inhibido por la rotenona, es capaz de normalizar la concentración de ATP, 

así como la carga energética dentro de la mitocondria, confirmando su acción 

directa sobre los distintos complejos de la cadena respiratoria, no únicamente 

sobre el complejo I (Martín y cols, 2002) y sugiriendo que en estas condiciones 

se pone en marcha un mecanismo compensatorio que asegura el transporte 

electrónico a través del resto de complejos de la cadena. Además, la 

melatonina tiene un doble efecto protector sobre el complejo IV, eliminando 

directamente los ONOO- e inhibiendo la síntesis de NO por la mtNOS (Crespo y 

cols, 1999; Escames y cols, 2003), así como estimulando la actividad de su 

parte “no inhibida” (Martín y cols, 2002). A dosis de 10 nM, la melatonina 

recupera levemente la actividad del complejo I y, consecuentemente, induce 

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

 

    Además, nuestros resultados sugieren que la melatonina potencia la síntesis 

de ATP y la internalización en la mitocondria de AMP y ADP, ya sus niveles 

están considerablemente aumentados al incubar las células con melatonina 

100 nM en ausencia de rotenona. Ello sugiere una posible acción directa sobre 

el complejo V estimulando su actividad y sobre los mecanismos 

transportadores de nucleótidos de adenina mitocondriales. Esta idea está 

avalada por el hecho de que, en presencia de rotenona, la melatonina eleva la 

concentración de ADP en la mitocondria a casi al doble del valor control. De 

ahí 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 

concentración 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 ningún efecto 

protector, manteniéndose los niveles de AMP, ADP y ATP muy bajos. Estos 

resultados sugieren que la CsA no tiene ningún efecto protector sobre la 

síntesis de ATP en condiciones de estrés oxidativo inducido por la inhibición 

del complejo I mitocondrial. La CsA también ejerce un efecto parecido sobre 

los niveles de nucleótidos de adenina en la línea 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 y, sobre todo, los de ADP (Massicot y cols, 

1996).  

 

    La CsA se une a la ciclofilina D, impidiendo que su estructura cambie de 

conformación para inducir la apertura del poro de transición mitocondrial 

(Saetón y cols, 1998; Halestrap, 2002; Panovy cols, 2004; Basso y cols, 2005). 

Esto otorga a la CsA un papel estabilizador en la transición de permeabilidad 

de la membrana, del que se deriva el papel protector que la CsA ejerce en 

situaciones donde la permeabilidad de la membrana está comprometida, y la 

apertura del poro de transición inducida (Chen y cols, 2003; Singh y cols, 

2005). En nuestro modelo experimental, la inhibición del complejo I de la CTE 

por la rotenona provoca un colapso en el potencial de la membrana de la 

mitocondria. La CsA actúa manteniendo el  ∆Ψm según se espera por su papel 

estabilizador de la membrana; sin embargo, llama la atención que 100 nM de 

melatonina restaure por completo el ∆Ψm, sugiriendo un papel de la 

indolamina más allá de su efecto antioxidante y más efectivo que el de la CsA 

a la hora de recuperar el valor del ∆Ψm cuando se ve dañado como 

consecuencia de la inhibición del complejo I. 

 

    En modelos experimentales donde se induce un estrés oxidativo exógeno, 

donde la mitocondria es un orgánulo diana de la acción de las ROS (en lugar 

de ser su origen), la CsA se muestra mucho más efectiva en la protección 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 raíz de la producción de 

radicales libres se centra en la CTE. 

 

    El efecto protector de la melatonina frente a la caída del ∆Ψm, se explica 

en su mayor parte por la protección directa que la indolamina ejerce sobre la 

CTE que, al restablecer el transporte electrónico, recupera también la 

capacidad de bombear protones al espacio intermembrana, con lo que se 

restaura el componente eléctrico de la fuerza protón motriz (∆Ψm). 

    

    Entre la inducción de la permeabilidad en la membrana de la mitocondria y 

la apertura del megacanal que constituye el poro de transición, media la 

intervención de la membrana interna mitocondrial. El aumento en la 

permeabilidad de la membrana externa conlleva una inducción de la 

osmolaridad de la misma, permitiendo la entrada masiva de Ca2+ en la 

mitocondria, el aumento del pH intramitocondrial y la salida del citocromo c y 

otros factores protapotóticos del espacio intermembrana. La membrana 

interna pierde su estructura y la mitocondria aparece típicamente 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 formación del poro de 

transición aún no se conocen, pero parece claro que el estrés oxidativo 

aumenta la unión de la ciclofilina D a la membrana interna (estimulando el 

cambio conformacional previo a la formación del poro), a la vez que induce la 

apertura del poro sensible a la concentración de Ca2+ y potencia la pérdida del 

∆Ψm (Connern y Halestrap, 1996; Halestrap, 2002; Kim y cols, 2003). Un 

aumento en la formación de ROS en la mitocondria produce la oxidación del 

glutation intracelular y de otros grupos sulfidrilos presentes en el megacanal 

induciendo la apertura del poro (Fontaine y Bernardi, 1999; León y cols, 

2004).  
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    En relación 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 

∆Ψm, se asocian con una significativa actividad del poro de transición 

mitocondrial. A dosis de melatonina de 10 nM no se impide la apertura del 

poro, lo que está en concordancia con la escasa efectividad que presentaba 

en la recuperación del ∆Ψm 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 más positivo que el de la CsA, cuya inhibición de la apertura 

del poro es sensiblemente menor. Este hecho puede deberse a la 

concentración empleada, ya que dosis inferiores de CsA (0.1-1 µM) impiden 

totalmente la apertura del poro de transición en células PC12 tratadas con 

inhibidores del complejo I de la CTE (Saetón y cols, 1998; Fontaine y Bernardi, 

1999).  

 

    Se ha descrito que el propio complejo I ejerce un efecto  regulador sobre el 

poro de transición, puesto que ambos se ven afectados por factores comunes 

como el pH de la matriz mitocondrial y el potencial tansmembrana. Además 

ambos poseen NADH, ubiquinona y sitios de unión a cationes divalentes, que 

modulan su función (Fontaine y Bernardi, 1999). De esta forma, se sugiere que 

manteniendo la integridad y asegurando la actividad del complejo I, se podría 

controlar la apertura del poro de transición. Parece claro, pues, que el efecto 

inhibidor de la melatonina frente a la actividad del poro se debe a la 

protección que la indolamina ejerce sobre el complejo I de la CTE, 

recuperando el flujo electrónico y el ∆Ψm. Además hay que tener en cuenta 

que la melatonina está interviniendo, en este modelo, en la recuperación de 

la homeostasis del GSH; al incubar las células en presencia de rotenona, la 

melatonina previene el aumento del índice 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 hígado cuando se induce 

estés oxidativo, estimulando además, la actividad de GRd y GPx en estas 

condiciones (Martín y cols, 2000a). La melatonina, a dosis fisiológicas y 

farmacológicas, aumenta la expresión de GRd y GPx (Antolín y cols, 1996) y 

promueve la síntesis de novo del glutation, estimulando la actividad del 

enzima limitante en su síntesis, la γ-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 transición (Andrabi, 

2004). En este trabajo, se priva a neuronas del estriado de ratón de un aporte 

de oxígeno y glucosa y se registra la actividad del poro de transición mediante 

la técnica de patch-clamp. Aquellas muestras tratadas con melatonina inhiben 

la apertura del poro de una forma dosis dependiente (250 nM-100 µM) con una 

IC50 de 0.8 µM. Esta inhibición del poro se corresponde con los resultados 

obtenidos en este mismo trabajo, donde la melatonina previene la liberación 

de citocromo c de la mitocondria, la activación de la caspasa 3 y la 

fragmentación del DNA, característicos de la inducción de la apoptosis tras la 

apertura del poro de transición (Andrabi, 2004).  

 

    Desde este punto de vista, la melatonina ejercería un doble papel 

protector en la mitocondria; por un lado, actuando como antioxidante y 

depurador de radicales libres, estimulando la actividad del complejo I y, por 

extensión, de toda la CTE; y por otro, bloqueando directamente la apertura 

del poro de transición, manteniendo el ∆Ψm e inhibiendo el paso previo a la 

liberación de agentes proapoptóticos de la mitocondria. 

 

    En nuestro laboratorio se ha demostrado que la melatonina intensifica la 

neurotransmisión GABAérgica modulando el receptor de GABA y de 

benzodiapeninas en el sistema nervioso central (Acuña-Castroviejo y cols, 
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1986a; Gomar y cols, 1994; Acuña-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 participación directa de la melatonina en la inhibición del 

poro de transición (Andrabi, 2004), sugieren una posible participación 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 hipótesis viene 

avalada, además, por el hecho de que la melatonina desplaza a la unión del 

3H-diazepán, un ligando del receptor mitocondrial de benzodiazepinas, de sus 

sitios de unión al receptor (Marangos y cols, 1981).  No se conoce con certeza 

cuál es la misión del receptor de benzodiacepinas en la estructura del poro de 

transición, y se sugiere que inhibe su apertura en ciertas circunstancias y que 

puede actuar como un sensor de la concentración de oxígeno celular para su 

respuesta adaptativa (Casellas y cols, 2002). 

    Serán necesarios estudios posteriores de unión de ligando entre melatonina 

y el receptor periférico de benzodiacepinas, para  averiguar si la acción 

directa de la indolamina sobre el poro de transición mitocondrial se debe a su 

modulación 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 últimos años, muchos estudios han revelado el papel de la 

melatonina en la modulación de la apoptosis inducida experimentalmente por 

diversos agentes en el sistema nervioso central, tanto en modelos  in vivo 

como in vitro (Saínz y cols, 2003).  

 

    Diversos autores apoyan la idea de que el papel antiapoptótico 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 ó 6-OHDA. Así, 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 fragmentación del DNA 

causada por la 6-OHDA en células PC12 (Mayo, 1998) y que es capaz de 

prevenir no sólo la apoptosis, sino también la necrosis inducida por este tóxico 

a distintas dosis (Mayo y cols, 1999). El pretratamiento con melatonina 

previene la activación del factor NF-κB 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 teoría y aportan una nueva hipótesis en los 

mecanismos de acción de la melatonina; al efecto antioxidante ejercido sobre 

las células incubadas con rotenona, se ha de sumar su posible acción directa 

sobre el poro de transición, impidiendo su apertura y, con ella, la liberación  
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al citosol de citocromo c, AIF y otras moléculas proapoptóticas que inducirán 

finalmente la muerte de las células. Este doble efecto hace que la protección 

de la melatonina frente a la apoptosis se vea reforzada y ejerza un efecto 

inhibidor superior al que cabría 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 necróticas, 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 más 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 proapoptótico 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 proliferación en células cancerosas 

(Sainz y cols, 2003). En nuestro caso el efecto proapoptótico en las PC12 no es 

dosis-dependiente, sino que presenta un máximo a bajas concentraciones (10 

nM) y desciende cuando la dosis de melatonina es mayor (1 mM). Las células 

PC12, aunque están diferenciadas y su capacidad proliferativa deprimida, 

siguen manteniendo un carácter tumoral que explica este efecto 

proapoptótico de la melatonina sobre ellas.  

 

    En  los últimos años han surgido multitud de estudios que pretenden 

descubrir los mecanismos de acción 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, además, de incrementar la apoptois en ratones con 

cáncer de colon inducido (Melen-Mucha y cols, 1998). En cuanto al mecanismo 

o los mecanismos de acción de la melatonina, aún no están esclarecidos. En 
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cáncer de mama, se ha sugerido que la melatonina actúa 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 participación de bax y 

bcl-2 en el carácter proapoptótico 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 acompañan al parkinsonismo. Su papel antioxidante y 

depurador de radicales libres protege a la célula y, sobre todo, a la 

mitocondria (orgánulo fuente y diana de especies radicales) del daño 

producido por el estrés oxidativo, causante de la progresión del daño neuronal 

en la EP. Pero además, la melatonina actúa como un excelente protector 

frente a la apoptosis, mecanismo de muerte celular que se activa en las 

neuronas dopaminérgicas dañadas. La melatonina es, pues, un buen candidato 

para paliar los síntomas que acompañan a la degeneración en la enfermedad 

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

 

1. La incubación de células PC12 diferenciadas con rotenona representa 

un buen modelo experimental de EP in vitro. 

 

2. La melatonina protege a la mitocondria del daño ocasionado por la 

rotenona, recuperando la funcionalidad fisiológica de aquella. Este 

efecto se realiza a tres niveles: 

• Recuperando la actividad del complejo I 

• Restableciendo la producción de ATP 

• Manteniendo el potencial de membrana 

 

3. La melatonina contrarresta el estrés oxidativo inducido por la 

rotenona, normalizando el índice GSSG/GSH y aumentando la actividad 

de GRd y GPx. 

 

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

inducida por la rotenona. 

 

5. Debido a su efecto antioxidante e inhibidor de la apertura del poro de 

transición, la melatonina previene la muerte celular por apoptosis 

inducida por la rotenona. 

 

6.  En todos los casos, la melatonina es más eficiente que la CsA para 

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

célula del daño ocasionado por la rotenona. 
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