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La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa, la 

segunda con mayor incidencia tras el Alzheimer, cuyos síntomas más frecuentes son la 

rigidez, la bradiquinesia y el temblor en reposo. Estos síntomas aparecen como 

consecuencia de la muerte neuronal en una zona muy concreta del cerebro, la pars 

compacta de la sustancia negra. El resultado de la muerte de neuronas dopaminérgicas 

en esta zona es una disminución en la cantidad de dopamina que alcanza el estriado, lo 

que da lugar a una alteración entre las múltiples conexiones establecidas entre los 

diferentes ganglios basales, siendo la consecuencia final una mayor inhibición sobre el 

tálamo, que junto con la corteza motora y el cerebelo, regulan la actividad motora. 

Esta alteración provoca una desregulación en el control del movimiento voluntario, 

dando lugar a los síntomas motores característicos de la enfermedad. 

El 90-95% de los casos de Parkinson son de causa desconocida, se habla por 

tanto de Parkinson idiopático, mientras que solo 5-10% están asociados a factores 

genéticos, en este caso se habla de Parkinson familiar. En ambos casos la muerte 

neuronal está asociada a la disfunción mitocondrial, estando esta condicionada por 

procesos fisiopatológicos comunes en la enfermedad de Parkinson, como son el estrés 

oxidativo/nitrosativo y la inhibición del complejo I mitocondrial.  El aumento de 

especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno contribuyen al daño mitocondrial que, 

junto con el fallo bioenergético provocado por la inhibición del complejo I, conducen a 

la apertura del poro de transición mitocondrial, con la consiguiente salida de 

citocromo c y la inducción de la apoptosis. El Parkinson familiar está asociado a 

mutaciones en genes cuyos productos son proteínas relacionadas con el 

mantenimiento de la función y homeostasis mitocondriales. Los principales genes 

relacionados con casos de Parkinson familiar son PINK1, Parkina, DJ-1 y α-sinucleína. 

PINK1 es una ubiquitin quinasa que detecta y se une a mitocondrias dañadas. En esta 

posición es capaz de fosforilar a Parkina, una ubiquitin E3 ligasa, que una vez activa por 

PINK1 y reclutada a la mitocondria inicia procesos de mitofagia para eliminar a las 

mitocondrias dañadas. DJ-1 puede interaccionar con parkina y PINK1, pero sobre todo 

tiene funciones antioxidantes, regulando la expresión de genes antioxidantes y de la 

tiroxina hidroxilasa, enzima involucrada en la ruta de biosíntesis de la dopamina. Por lo 

tanto, los tres genes participan en una vía común relacionada con el mantenimiento de 



la homeostasis mitocondrial. Recientemente, se ha identificado otro gen, MUL1, que 

codifica una E3 ligasa mitocondrial y que puede contrarrestar los fenotipos mutantes 

de PINK1/Parkina, al intervenir junto con parkina en la ubiquitinización de Mfn. 

Finalmente, la α-sinucleína, que es el principal componente de los cuerpos de Lewy, 

inclusiones citoplasmáticas características de esta enfermedad y que aparecen en las 

neuronas dopaminérgicas, constituye una parte importante de la fisiopatología de la 

disfunción mitocondrial. 

El pez cebra se presenta como un modelo en auge para el estudio de la 

enfermedad de Parkinson, al tratarse de un animal vertebrado, cuyo sistema 

dopaminérgico está bien caracterizado, donde las neuronas dopaminérgicas se 

localizan en el diencéfalo ventral, bulbo olfatorio y núcleo coeruleus, por tanto una 

disposición diferente pero con un sistema nigroestrial comparable al de humanos. 

Además el pez cebra es sensible al MPTP, neurotoxina utilizada que induce las 

principales características de la enfermedad de Parkinson afectando primariamente a 

la mitocondria, y permite analizar la función mitocondrial in vivo, siendo este aspecto 

determinante para el estudio de la fisiopatología parkinsoniana. Por último, todos los 

genes, comentados anteriormente y cuyas mutaciones afectan a la homeostasis 

mitocondrial, están también presentes en el cerebro del pez cebra, excepto la α-

sinucleína. En su lugar el pez cebra contiene tres genes, sncb, sncga y sncgb que 

expresan las isoformas β-, γ1- y γ2-sinucleínas, respectivamente. La γ1-sinucleína es 

una proteína abundantemente expresada en cerebro del pez cebra, y su función podría 

ser similar a la humana, interviniendo en funciones dopaminérgicas.  

La melatonina es una indolamina altamente conservada que también está 

presente en el pez cebra. Debido a sus capacidades antioxidantes y antiinflamatorias, 

la melatonina mantiene la homeostasis mitocondrial en diferentes patologías debidas 

a alteraciones mitocondriales, incluyendo diferentes modelos de parkinsonismo. Estos 

datos hacen pensar en que esta indolamina podría tener un efecto protector frente al 

desarrollo de la enfermedad de Parkinson, aunque no existe información con respecto 

a si es capaz de recuperar el estado parkinsoniano una vez establecido, ni sobre si sus 

efectos protectores están relacionados con la regulación de la expresión de los genes 

implicados en la homeostasis mitocondrial anteriormente comentados. El tratamiento 



actual de la enfermedad de Parkinson, es puramente sintomático, por lo que el 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que frenen el avance de la enfermedad  

serían de gran interés clínico. 

De acuerdo con estos precedentes, y para mejorar la compresión de los 

mecanismos moleculares implicados en la disfunción mitocondrial en la enfermedad 

de Parkinson, en el presente estudio hemos analizado desde un punto de vista 

bioquímico, molecular, genético y fenotípico el modelo parkinsoniano de pez cebra 

tratado con MPTP. Además, se ha estudiado el posible efecto neuroprotector de la 

melatonina en este modelo parkinsoniano, evaluando la capacidad de prevención y 

curación de la administración de esta indolamina mediante una evaluación molecular, 

genética y fenotípica. 

Los resultados de esta tesis muestran que los embriones de pez cebra tratados 

con MPTP a una dosis de 600 μM durante dos días, desarrollan todas las alteraciones 

fisiopatológicas características de la enfermedad de Parkinson. El MPTP induce, en los 

embriones de pez cebra, una inhibición de la actividad del complejo I similar a la 

registrada en el cerebro de pacientes con la enfermedad, y acompañada por un 

aumento del estrés oxidativo, caracterizado por un aumento del ratio GSSG/GSH y por 

una disminución de la actividad de las principales enzimas antioxidantes, SOD, GPx y 

GRd, y un aumento del estrés nitrosativo, caracterizado por un aumento de la iNOS. El 

análisis de la respiración mitocondrial in vivo, pone de manifiesto el fallo bioenergético 

existente, caracterizado por una disminución en la producción de ATP y un aumento 

del escape de protones, lo que conduce a la muerte de las neuronas dopaminérgicas 

localizadas en el diencéfalo ventral y el bulbo olfatorio, coincidiendo con las zonas 

donde hemos registrado una mayor inducción de iNOS. 

En este modelo parkinsoniano de pez cebra, el análisis molecular de los genes 

implicados en la función mitocondrial, PINK1, Parkina, DJ-1, MUL1 y γ1-sinucleína, 

muestra que el tratamiento con MPTP produce alteraciones en la expresión de estos 

genes. Estas alteraciones conducen a la ausencia de las proteínas parkina y DJ-1, lo que 

impide que estas lleven a cabo la inducción de mitofagia y el control del estrés 

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



parkina. Todas estas alteraciones contribuyen a la disfunción mitocondrial y a 

mantener un pool de mitocondrias dañadas en la célula, que a su vez seguirán 

contribuyendo en aumentar el estrés oxidativo/nitrosativo y conduciendo finalmente a 

la muerte neuronal. Estos cambios moleculares se manifiestan fenotípicamente con 

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

Ante esta situación de disfunción mitocondrial y muerte neuronal, el 

tratamiento con melatonina tiene un potente efecto neuroprotector. Esto efecto se 

debe a que la mitocondria es diana celular de la melatonina, donde gracias a sus 

propiedades disminuye el estrés oxidativo, normalizando el índice GSSG/GSH y 

potenciando la actividad de las enzimas antioxidantes antes mencionadas. También 

tiene un potente efecto antiinflamatorio inhibiendo la iNOS. Todas estas acciones 

suponen una mejora de la función mitocondrial, con un aumento de la actividad del 

complejo I mitocondrial y, como muestran los análisis in vivo, con un aumento de la 

producción de ATP y una disminución del escape de protones. Por todo ello, la 

melatonina es capaz de evitar el fracaso bioenergético y por lo tanto la muerte 

neuronal dopaminérgica en las zonas del diencéfalo ventral y el bulbo olfatorio que 

están significativamente afectadas por el MPTP. Pero quizás, lo más interesante de 

todo es que la melatonina tiene este mismo efecto una vez que el estado 

parkinsoniano se ha establecido, es decir su efecto no es sólo preventivo sino que 

tiene efecto curativo. 

Por último,  demostramos por primera vez que, los efectos beneficiosos de la 

melatonina sobre la función mitocondrial también se deben a que esta indolamina 

modifica la expresión de los genes relacionados con el mantenimiento de la 

homeostasis mitocondrial alterados por el MPTP. El tratamiento con melatonina 

aumenta la expresión de parkina, permitiendo que esta sea fosforilada por PINK1, 

reclutada a la mitocondria e induciendo la mitofagia para eliminar las mitocondrias 

dañadas. También aumenta la expresión de PINK1, DJ-1 y MUL1, favoreciendo un 

correcto funcionamiento mitocondrial y protegiendo a las neuronas de la muerte. 

Todos estos efectos se ven reflejados fenotípicamente en una recuperación de la 

actividad locomotora. 



En conjunto, nuestros resultados sugieren que el daño mitocondrial en la 

enfermedad de Parkinson está determinado por diferentes eventos fisiopatológicos, 

estrés oxidativo, neuroinflamación, inhibición del complejo I y alteración de genes 

relacionados con el mantenimiento de la calidad mitocondrial, y que todos ellos 

confluyen en la disfunción mitocondrial que provoca la muerte neuronal. Ante esta 

situación, la melatonina se presenta como una estrategia farmacológica a tener en 

cuenta, puesto que actúa a nivel de todos y cada uno de estos eventos 

patofisiológicos. 
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 Parkinson's disease (PD) is a neurodegerative illness, the second most common 

disease after Alzheimer's. The main symptoms of PD are rigidity, bradykinesia and 

resting tremor. These symptoms occur as a result of neuronal death in substantia 

nigra. The consequence of the death of dopaminergic neurons in this area is a 

reduction in the amount of dopamine in the striatum, which leads to an alteration 

between multiple established connections among basal ganglia, leading to a greater 

inhibition on the thalamus. This condition causes an alteration in the control of 

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

Among 90-95% of PD cases are of unknown cause, and are called idiopathic PD; 

only 5-10% are associated with genetic factors, and they are called familial PD. In both 

types of PD, neuronal death is associated with mitochondrial dysfunction, oxidative 

and nitrosative stress, and inhibition of complex I. The increase in reactive oxygen and 

nitrogen species contribute to mitochondrial damage and bioenergetic failure due to 

the inhibition of complex I, leading to the opening of the mitochondrial transition pore, 

cytochrome c release and apoptosis. Familial PD is associated with mutations in genes 

whose products are related to the mitochondrial homeostasis. The main genes 

associated with familial PD are PINK1, Parkin, DJ-1 and α-synuclein. PINK1 is a ubiquitin 

kinase which detects and binds to damaged mitochondria. In this position, it 

phosphorylates Parkina, a E3 ubiquitin ligase that, once activated by PINK1 and 

recruited to mitochondria, triggers mitophagy to eliminate damaged mitochondria. DJ-

1 can interact with parkin and PINK1, and it has antioxidant functions, regulating the 

expression of antioxidant genes and thyroxine hydroxylase, the enzyme involved in the 

biosynthesis of dopamine. Therefore, these genes are involved in a common pathway 

related to maintaining mitochondrial homeostasis. It has recently been identified 

MUL1, which encodes MUL1, and is a mitochondrial E3 protein ligase that may 

counteract the PINK/parkin mutant phenotypes. Finally, the α-synuclein is the major 

component of Lewy bodies, cytoplasmic inclusions that appear on dopaminergic 

neurons, and is also involved in mitochondrial dysfunction. 

The zebrafish is presented as a excellent model for the study of PD. It is a 

vertebrate animal, whose dopaminergic system is well characterized, and with 

dopaminergic neurons located in the ventral diencephalon, olfactory bulb and 



coeruleus nucleus, comparable to human nigrostriatal system. Furthermore, zebrafish 

is sensitive to MPTP neurotoxin used to induce the main features of PD, and this model 

allows us to analyze the mitochondrial function of zebrafish embryos in vivo, a feature 

that is decisive for the study of the pathophysiology of PD. Finally, except for α-

synuclein, all genes discussed above, whose mutations affecting mitochondrial 

homeostasis, are also present in the brain of zebrafish. Instead of α-synuclein, 

zebrafish contains three genes, sncb, sncga and sncgb expressing β-, γ1- and γ2-

synuclein, respectively. The γ1-synuclein is a protein abundantly expressed in zebrafish 

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

Melatonin is a highly conserved indoleamine, which is also present in zebrafish. 

Due to its antioxidant and antiinflammatory capacity, melatonin maintains 

mitochondrial homeostasis in different pathologies including different models of 

Parkinsonism. These data suggest that this indoleamine could have a protective effect 

against the development of PD, although there is no information regarding whether it 

is able to retrieve the parkinsonian state once established, or whether its protective 

effects are related to regulating the expression of genes involved in mitochondrial 

homeostasis discussed above. The treatment of PD is only symptomatic and, so, the 

development of new therapeutic strategies to slow the progression of the disease 

would be of great clinical interest. 

Thus, to improve the understanding of the molecular mechanisms involved in 

mitochondrial dysfunction in PD, we have analyzed here the biochemical, molecular, 

genetic and phenotypic PD basis in a MPTP model of parkinsonian zebrafish. In 

addition, we studied the potential neuroprotective effect of melatonin in this 

parkinsonian model, evaluating its ability to prevent and recover zebrafish from 

parkinsonism by molecular, genetic and phenotypic evaluation. 

The results of this thesis show that, zebrafish embryos treated with MPTP at a 

dose of 600 μM for two days, develop all pathophysiological characteristics of PD. 

MPTP induces, in zebrafish embryos, inhibition activity I similar to inhibition in the 

brains of patients. This inhibition is accompanied by an increased oxidative stress, 

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



antioxidant enzymes, SOD, GPx and GRd, together with an increase nitrosative stress, 

characterized by iNOS induction. The analysis of mitochondrial activity in vivo shows 

the existing bioenergetic failure, characterized by a decrease in ATP production and 

increased in proton leak, leading to the death of dopaminergic neurons located in the 

ventral diencephalon and olfactory bulb, which coincide with the areas where we have 

recorded a greater induction of iNOS. 

In this Parkinsonian zebrafish model, molecular analysis of genes involved in 

mitochondrial function, PINK1, Parkin, DJ-1, MUL1 and γ1-synuclein shows that MPTP 

treatment produce an altered expression of these genes. These alterations lead to the 

lack of parkin and DJ-1 protein, failing the mechanisms of mitophagy and control of 

oxidative stress, respectively. In this condition, MUL1 becomes unable to compensate 

the absence of parkin. Together, these changes contribute to mitochondrial 

dysfunction and accumulation of a pool of damaged mitochondria in the cell, which 

further contribute to enhance oxidative/nitrosative stress and neuronal death. All 

these changes are phenotypically manifested with decreased locomotor activity in 

zebrafish embryos. 

In this situation, with mitochondrial dysfunction and neuronal death, the 

administration of melatonin has potent neuroprotective effects. This is because 

mitochondria are cellular target of melatonin that, due to its antioxidant effects, 

decreases oxidative stress, normalizing the GSSG/GSH ratio and enhances the activity 

of the antioxidant enzymes. Also, melatonin displays a potent antiinflammatory effect, 

inhibiting iNOS induced by MPTP. The administration of melatonin improves full 

mitochondrial function, increasing the activity of the mitochondrial complex I and, as 

shown in vivo analysis, increasing the ATP production and reducing the proton leak. 

Melatonin is able to avoid the bioenergetic failure and it prevents dopaminergic 

neuronal death in the ventral diencephalon and olfactory bulb. Overall, the most 

interesting result here reported is that melatonin has the same effect once the 

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

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

mitochondrial function depend on the modification of the expression of mitochondrial 



homeostasis genes altered by MPTP. Treatment with melatonin increases the 

expression of parkin, allowing its phosphorylation by PINK1 and induction the 

mitophagy to remove the pool of damaged mitochondria. Melatonin also increases the 

expression of PINK1, DJ-1 and MUL1, promoting proper mitochondrial function and 

protecting neurons from death. All these effects are phenotypically reflected in the 

recovery of locomotor activity. 

In summary, our results suggest that mitochondrial damage and cell death in 

PD is determined by different pathophysiological events, including oxidative stress, 

neuroinflammation, inhibition of complex I and alteration of mitochondrial 

homeostasis genes. In this situation, melatonin is presented as a pharmacological 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Índice 
 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

I. INTRODUCCIÓN .................................................................................................................................. 9 

1. ENFERMEDAD DE PARKINSON .............................................................................................................. 3 

1.1 Epidemiología y Síntomas Clínicos. ................................................................................................ 3 

1.2 Ganglios basales y enfermedad de parkinson................................................................................ 5 

1.3 Etiología. ........................................................................................................................................ 9 

1.4 Fisiopatología............................................................................................................................... 14 

1.5 Tratamiento. ................................................................................................................................ 29 

2. EL PEZ CEBRA COMO MODELO DE ENFERMEDAD DE PARKINSON ..................................................... 30 

2.1 Ventajas del uso del pez cebra como modelo experimental ........................................................ 30 

2.2 El pez cebra como modelo de enfermedades humanas ............................................................... 32 

2.3 toxinas usadas para inducir modelos animales de parkinsonismo .............................................. 34 

2.4 Mecanismos de acción del MPTP ................................................................................................. 35 

2.4 El pez cebra como modelo de enfermedad de Parkinson ............................................................ 37 

3. MELATONINA ..................................................................................................................................... 39 

3.1  Síntesis  y metabolismo de la melatonina. .................................................................................. 41 

3.2 Mecanismos de acción de la melatonina. .................................................................................... 44 

3.3 Melatonina y neurodegeneración ................................................................................................ 51 

II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS ................................................................................................................... 55 

III. MATERIAL Y MÉTODOS ................................................................................................................... 61 

1. ANIMALES Y TRATAMIENTOS ............................................................................................................. 63 

1.1 Animales ...................................................................................................................................... 63 

1.2 Tratamiento con MPTP y melatonina .......................................................................................... 63 

2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA ................................................................................................... 65 

2.1 Extracción de RNA ........................................................................................................................ 65 

2.2 Reacción de transcripción inversa ................................................................................................ 65 

2.3 RT-PCR cuantitativa ..................................................................................................................... 65 

3. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS Y ANÁLISIS POR WESTERN BLOT DE LOS EMBRIONES. .................. 66 

4. INMUNOHISTOQUÍMICA .................................................................................................................... 67 

5. RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL ........................................................................................................... 68 

6. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEL COMPLEJO I MITOCONDRIAL .............................................. 70 

7. ANÁLISIS DEL ESTADO REDOX ............................................................................................................. 71 

8. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA ........................................................................... 72 

9. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE MELATONINA,  AFMK Y AMK MEDIANTE 

ESPECTOMETRÍA DE MASAS DE ALTA RESOLUCIÓN. .............................................................................. 73 

10. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS .............................................................. 73 

11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO...................................................................................................................... 74 

IV. RESULTADOS .................................................................................................................................. 75 

PARTE DE LOS RESULTADOS MOSTRADOS EN ESTE APARTADO CORRESPONDEN AL TRABAJO: ....................................... 77 

1. LA MELATONINA PROTEGE A LA MITOCONDRIA DEL FALLO BIONERGÉTICO PRODUCIDO POR EL 

TRATAMIENTO CON MPTP. .................................................................................................................... 79 

2. LA MELATONINA PROTEGE A LOS EMBRIONES DEL DAÑO OXIDATIVO INDUCIDO POR EL MPTP. ...... 86 

3. LA MELATONINA PROTEGE A LOS EMBRIONES DE LA INFLAMACIÓN Y DE LA NEURODEGENERACIÓN 

DOPAMINÉRGICA INDUCIDA POR EL MPTP. ........................................................................................... 89 

4. LA MELATONINA PREVIENE LOS EFECTOS DEL MPTP SOBRE LA EXPRESIÓN DE Γ-SINUCLEÍNA Y SOBRE 

LOS GENES RELACIONADOS CON LA HOMEOSTASIS MITOCONDRIAL. ................................................... 93 



5. LA MELATONINA RECUPERA EL DAÑO PRODUCIDO POR EL MPTP EN EMBRIONES DE PEZ CEBRA DE 5 

DPF. ........................................................................................................................................................ 98 

6. EL DAÑO PRODUCIDO POR EL MPTP SOBRE LA ACTIVIDAD MOTORA EN LOS EMBRIONES DE PEZ 

CEBRA ES PREVENIDO Y RECUPERADO POR LA MELATONINA. ............................................................. 103 

V. DISCUSIÓN ..................................................................................................................................... 105 

VI. CONCLUSIONES............................................................................................................................. 119 

VII CONCLUSIONS .............................................................................................................................. 123 

VIII BIBLIOGRAFÍA .............................................................................................................................. 127 

ANEXO ............................................................................................................................................... 161 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

I. Introducción 



 



Introducción 

  
3 

 
  

1. ENFERMEDAD DE PARKINSON 

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo progresivo. Su 

nombre se debe a James Parkinson, quien describió por primera vez en 1817 los 

síntomas característicos de la enfermedad en cinco pacientes. En 1919, Tretiakoff 

relacionó la enfermedad de Parkinson con una zona muy concreta del cerebro, la 

sustancia negra, al observar la pérdida de pigmento que acontecía en esta zona 

cerebral como consecuencia de la muerte de las neuronas que contienen dicho 

pigmento, la neuromelanina. Estas neuronas son llamadas neuronas dopaminérgicas 

porque producen un neurotransmisor denominado dopamina, el 80% de éste 

neurotransmisor se encuentra en los ganglios basales (CARLSON 1955). Fue en 1961 

cuando Oleh Hornykiewicz desentrañó la clave de la enfermedad, que está debida a la 

disminución de la dopamina en el cuerpo estriado y el putamen, como consecuencia 

de la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra 

(Hornykiewicz 1963).   

1.1 EPIDEMIOLOGÍA Y SÍNTOMAS CLÍNICOS. 

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa más 

frecuente después de la enfermedad de Alzheimer, afectando a una de cada mil 

personas en todo el mundo; actualmente se estima que más de seis millones de 

personas en el mundo sufren esta enfermedad (según un informe de la Global 

Declaration for Parkinson´s Disease). En España, esta enfermedad afecta a más de 

160.000 personas, en la que uno de cinco afectados es menor de 50 años (datos 

obtenidos del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad). La cifra de 

afectados previsiblemente crezca en los próximos años, debido al envejecimiento de la 

población y al aumento de la esperanza de vida, que pone de manifiesto 

enfermedades asociadas al envejecimiento, entre las que se encuentra la enfermedad 

de Parkinson. 

La incidencia estimada se sitúa entre 8-18/100.000 habitantes año, cuando el 

estudio se ajusta a la población adulta, mayores de 55 ó 65 años, la tasa de incidencia 

se sitúa entre 410-529/100.000 habitantes año. La edad media de comienzo de los 
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síntomas se establece entre 60-65 años, pero en ocasiones puede presentarse en una 

franja de edad entre los 30  y los 50 años, en lo que se denomina Parkinson de inicio 

temprano. La prevalencia se incrementa sustancialmente con la edad, pasando del 1% 

en personas mayores de 60, a más del 4% en habitantes mayores de 80 años (de Lau 

and Breteler 2006). 

Se estima que el riesgo de padecer la enfermedad es de un 1,3% para las 

mujeres y de un 2% para los hombres, en los que además la enfermedad progresa con 

mayor rapidez con respecto a las mujeres. Algunas de las explicaciones que se han 

sugerido para explicar esta mayor incidencia en hombres que en mujeres incluyen un 

efecto protector de los estrógenos y mayor frecuencia de exposición a tóxicos en 

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

Esta enfermedad se manifiesta en todos los grupos étnicos y continentes, con 

pequeñas variaciones que pueden ser debidas a diferencias en la exposición ambiental 

o variaciones genéticas; a pesar de ello, los escasos y limitados estudios realizados 

sobre la incidencia del Parkinson no muestran diferencias étnicas en su incidencia. Sin 

embargo, si se ha registrado una mayor incidencia de Parkinson en el medio rural, 

especialmente entre los varones, quizás debido a la exposición medioambiental a 

pesticidas e insecticidas (Brown et al., 2006), aunque también se ha relacionado con la 

exposición a determinados productos industriales o a metales (plomo, mercurio, 

aluminio, cobre, etc). 

Desde un punto de vista clínico, los principales síntomas asociados a la 

enfermedad de Parkinson incluyen el temblor en reposo, la inestabilidad postural, 

bradiquinesia (movimientos lentos), hipoquinesia (movimientos reducidos), aquinesia 

(ausencia de movimiento) y rigidez de la musculatura o aumento del tono muscular en 

áreas extensas del cuerpo o en áreas aisladas, acompañado de trastornos posturales. 

Estos síntomas son causados por la degeneración progresiva y selectiva de las 

neuronas dopaminérgicas de la pars compacta de la sustancia negra, provocando la 

pérdida de señal dopaminérgica en el estriado (Hirsch et al., 1988).  Estas neuronas son 

las encargadas de controlar el movimiento voluntario, es por ello que su degeneración 

conduce a la aparición de los principales síntomas motores. 
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Además de los síntomas motores, a lo largo de la enfermedad aparecen otros 

síntomas no motores, como sudoración excesiva, aumento de la salivación y exceso de 

secreción sebácea, todos ellos debidos a alteraciones del sistema nervioso autónomo 

por la acción de los ganglios basales. Y ya en edades avanzadas pueden aparecer 

alteraciones cognitivas, depresión, alteraciones de la memoria y del sueño. 

1.2 GANGLIOS BASALES Y ENFERMEDAD DE PARKINSON. 

Los ganglios basales, junto con el cerebelo, constituyen los principales centros 

de procesamiento de la información motora, necesarios para la planificación y control 

de los movimientos, así como para la regulación de los ajustes posturales requeridos 

en relación a estos movimientos, actuando siempre en íntima relación con la corteza 

motora y las vías corticoespinales. La diferencia entre ambos centros de control, radica 

en que, si bien el cerebelo regula directamente la ejecución del movimiento, los 

ganglios basales están implicados en aspectos de orden superior del control motor, 

contribuyendo a planificar y regular los patrones complejos de movimiento muscular, 

mediante el control de la intensidad relativa de movimientos secuenciales, de la 

dirección de los movimientos y de la secuencia de los movimientos para conseguir 

complicados objetivos motores. Además, debido a las extensas conexiones de la 

corteza asociativa y estructuras límbicas, los ganglios basales participan en aspectos no 

relacionados con el movimiento, como las funciones afectiva y cognitiva.  

 Los ganglios basales son un conjunto estructural formados por la sustancia 

negra (locus niger, substantia nigra), el estriado, el globo pálido y el núcleo 

subtalámico. La sustancia negra se subdivide en dos partes, pars reticulada y pars 

compacta, en esta última es dónde se hallan las neuronas pigmentadas que contienen 

neuromelanina, un pigmento negro que le da la coloración característica, y donde se 

originan los axones dopaminérgicos que constituyen la vía nigroestriatal que ascienden 

hasta el estriado. El conjunto de los ganglios basales se halla ricamente 

interconectado, y sus conexiones incluyen la corteza cerebral, el tálamo, otros núcleos 

subcorticales y núcleos del tallo cerebral. Los ganglios basales reciben casi todas sus 

señales de entrada desde la corteza motora, a través de la vía cortico-estriatal. La señal 

proveniente de la corteza cerebral se dirige a la porción motora del estriado, 
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concretamente al putamen. Se trata de fibras excitatorias que alcanzan el estriado 

estableciendo sinapsis excitatorias de tipo glutaminérgico. Las neuronas del estriado 

dan lugar a dos vías que conectan al estriado con los núcleos externo e interno del 

globo pálido (Escobar A 2003; Graybiel 1990). Por un lado, pueden proyectar 

directamente a la sustancia negra y al segmento interno del globo pálido, mediante 

conexiones de tipo inhibitorio utilizando GABA como neurotransmisor. Por otro lado, 

las neuronas estriales pueden alcanzar la sustancia negra de forma indirecta, primero 

proyectando al segmento externo del globo pálido, el cual a su vez proyecta a los 

núcleos subtalámicos. Estas conexiones también son de tipo inhibitorio, utilizando 

GABA como neurotransmisor. Los núcleos subtalámicos, por su parte, envían 

aferencias excitadoras glutaminérgicas a la sustancia negra pars reticulata y al globo 

pálido interno. Las fibras de la vía indirecta producen, por lo tanto, inhibición del globo 

pálido externo, desinhibición del núcleo subtalámico y excitación de la sustancia negra 

pars reticulata (Figura 1).  

 

 

 

  

Figura 1. Circuito de conexiones de los ganglios basales con la corteza cerebral y la 

sustancia negra.  Glu: glutamato; GABA: ácido gama amino butírico; DA: dopamina. 
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A nivel del estriado, la dopamina (DA) liberada por la pars compacta de la 

sustancia negra a través de la vía nigroestriatal, modula el efecto glutamatérgico de la 

proyección cortico-estriada por medio de un efecto dual sobre las neuronas del 

estriado. Este efecto es debido a dos tipos de receptores dopaminérgicos D1 y D2, 

situados en diferentes poblaciones neuronales del estriado (Gerfen et al., 1995). Los 

receptores D1, excitadores, se encuentran localizados en las neuronas del estriado que 

forman la vía directa, mientras que los receptores D2, inhibidores, se localizan en las 

neuronas del estriado que participan en la vía indirecta (Ariano et al., 1992; Bertorello 

and Aperia 1990). De esta forma, la dopamina liberada excita las neuronas del estriado 

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

receptores D2 en la vía indirecta. El equilibrio entre las acciones de estas dos vías sobre 

la sustancia negra y el globo pálido, depende en gran medida de la acción de la 

dopamina sobre los receptores D1 y D2  (Obeso et al., 2000; Parent et al., 1999).  

 Ambas vías, directa e indirecta, proyectan desde el globo pálido interno y la 

pars reticulata de la sustancia negra hacia el tálamo, que a su vez proyecta fibras 

excitatorias glutamatérgicas tálamo-corticales hacia las cortezas motora y premotora. 

Las neuronas del globo pálido interno y de la pars reticulata de la sustancia negra 

producen la inhibición de las células talámicas que devuelven la proyección  a las zonas 

de la cortea implicadas en el control motor (Escobar A2003). 

 La interacción entre los componentes de este complejo circuito neuronal forma 

parte de los mecanismos que mantienen el equilibrio necesario para que el 

movimiento se genere de forma adecuada. La alteración de la vía nigroestriatal debida 

a la muerte neuronal en la parte compacta de la sustancia negra característica de la 

enfermedad de Parkinson, genera un desequilibrio entre los componentes de este 

circuito neuronal que desencadena movimientos anormales. La depleción de 

dopamina en el estriado produce desinhibición de las neuronas del estriado que 

expresan receptores D2 de dopamina en la vía indirecta que, a su vez, produce 

aumento de la inhibición en el globo pálido externo y desinhibición del núcleo 

subtalámico. La hiperactividad de las neuronas glutaminérgicas del núcleo subtalámico 

produce un incremento de la actividad sobre las neuronas del globo pálido interno y la 

pars reticulata de la sustancia negra, lo cual inhibe exageradamente el tálamo y por 
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tanto su actividad sobre la corteza cerebral (Figura 2). Este desequilibrio es el causante 

de las manifestaciones clínicas de la enfermedad de Parkinson (Escobar A2003; Obeso 

et al., 2000).  

 

 

 

 

En conclusión, el déficit de dopamina asociado a la pérdida de neuronas 

dopaminérgicas en la sustancia negra conlleva a los efectos catastróficos que 

acontecen durante la enfermedad de Parkinson.  Como consecuencia de la muerte de 

las neuronas dopaminérgicas melanizadas se produce un “blanqueo” de la franja de la 

sustancia negra, que normalmente es gris o negra. Para que se manifiesten los 

síntomas clínicos característicos de la enfermedad, se requiere la muerte de al menos 

el 50-60% de las neuronas de la sustancia negra y la pérdida del 80-85% de la 

dopamina contenida en el estriado, lo cual muestra la alta plasticidad del sistema 

dopaminérgico nigroestriado (Wirdefeldt et al., 2011). Aunque inicialmente la pérdida 

neuronal se localiza en la sustancia negra, posteriormente y a medida que la 

Figura 2. Modificaciones de las conexiones de los ganglios basales en la enfermedad de 

Parkinson.  Glu: glutamato; GABA: ácido gama amino butírico; DA: dopamina. 
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enfermedad progresa, la patología se extiende a otras áreas de los ganglios basales y 

del tronco cerebral, afectando a las neuronas setoninérgicas y catecolaminérgicas. 

1.3 ETIOLOGÍA.  

A pesar del progreso realizado desde la descripción original de los cambios 

patológicos y bioquímicos en la enfermedad de Parkinson, la causa primaria del 

proceso degenerativo en la sustancia negra permanece desconocida. Hasta ahora no 

se ha identificado una causa única, y varios mecanismos, incluyendo defectos 

mitocondriales, estrés oxidativo, y factores genéticos, entre otros, parecen jugar un 

papel importante (Schapira 2008). Existen diversas teorías que tratan de dilucidar los 

mecanismos implicados en la degeneración del sistema dopaminérgico, sugiriendo que 

la etiopatogénesis del Parkinson es multifactorial, pudiendo estar implicados tanto 

factores ambientales como factores genéticos en la patogénesis de esta enfermedad.  

Existen dos formas de la enfermedad de Parkinson, la familiar y la idiopática. 

Aproximadamente un 10% de los enfermos de Parkinson padecen la forma familiar de 

la enfermedad, en la que están implicadas mutaciones genéticas hereditarias. Sin 

embargo, la mayoría de los casos, entre 90-95%, de esta enfermedad no son de causa 

genética, se desconoce su causa, por lo que se engloba dentro del grupo de patologías 

idiopáticas.  

1.3.1 Parkinson Familiar 

 Entre un 5-10% de los casos con síntomas clínicos de enfermedad de Parkinson 

tienen un historial familiar positivo y compatible con la herencia mendeliana 

(autosómica dominante o autosómica recesiva). Sin embargo, el genotipo de la 

enfermedad de Parkinson es heterogéneo, y son varios los genes asociados a las 

formas familiares de Parkinson (Tabla 1). En conjunto, a todos los genes asociados con 

las formas familiares de la enfermedad se les conoce como genes PARK, todos ellos 

codifican proteínas mitocondriales o asociadas con la mitocondria y sus mutaciones 

son causa directa de la enfermedad al conducir a anormalidades bioquímicas como la 

disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo y cambios inflamatorios, que comprometen 

la supervivencia neuronal.  
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El gen PARK 1 codifica la proteína denominada α-sinucleína. Esta proteína es el 

componente principal de los cuerpos de Lewy (CL), que son unas inclusiones 

citoplasmáticas eosinófilas esféricas localizadas en las neuronas monoaminérgicas de 

la sustancia negra y otros núcleos del tronco, diencéfalo y prosencéfalo (Spillantini et 

al., 1997). Al microscopio electrónico, los cuerpos de Lewy se muestran compuestos de 

un núcleo denso, rodeado por un halo, y aparecen en las neuronas supervivientes de 

los cerebros de pacientes con la enfermedad de Parkinson (Shults 2006). La función 

fisiológica de la α-sinucleína es aún desconocida, aunque se la relaciona con sistemas 

de membrana, clasificación, canalización, embalaje y transporte de material sináptico 

destinado a la degradación, es por tanto una proteína presináptica. Esta proteína 

puede interaccionar con membranas a través de su extremo N-terminal (α-hélice 

anfipática) que se estabiliza por interacciones con fosfolípidos de membrana, ácidos 

grasos o micelas. Una vez incorporada a la membrana, la α-sinucleína podría 

interaccionar con proteínas celulares y modular el tráfico de vesículas sinápticas 

(Boassa et al., 2013).  

 

  

 

Mutaciones en el gen que codifica la α-sinucleína así como duplicaciones o 

triplicaciones de dicho gen, son causa de enfermedad de Parkinson autosómica 

 TIPO DE 

HERENCIA 

EDAD DE 

APARICIÓN 

CUERPOS DE 

LEWY 

PROTEÍNA  

PARK 1 AD 40s Si α-sinucleína 

PARK 2 AR 20s+ No Parkin 

PARK 3 AD 60s Si … 

PARK 5 AD 50s Si UCH-L1 

PARK 6 AR 30s … PINK1 

PARK 7 AR 30s … DJ-1 

PARK 8 AD Variable Si/no LRRK2 

Tabla 1. Principales causas genéticas de la enfermedad de Parkinson.  AD: autosómica 

dominante; AR: autosómica recesiva. 
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dominante. La toxicidad se asocia con la formación de olígomeros y de depósitos 

insolubles que se unen a membranas y a vesículas sinápticas, afectando a la dinámica 

de las vesículas, y provocando degeneración axonal previa a la degeneración neuronal 

y a la liberación de neurotransmisor (Boassa et al., 2013; O'Donnell et al., 2014). 

Además, la acumulación de α-sinucleína intracelular conduce a la interacción de ésta 

proteína con la mitocondria, causando  despolarización de la membrana, pérdida de la 

capacidad fosforilativa y activación del poro de transición mitocondrial, es decir, una 

disfunción mitocondrial que conduce a la muerte celular (Banerjee et al., 2010; Bir et 

al., 2014; Kamp et al., 2010). Por último, la acumulación de α-sinucleína puede 

provocar daños en las vías de degradación de proteínas (Boassa et al., 2013), que junto 

con las demás alteraciones comentadas pueden ser los mecanismos por los cuales esta 

proteína ejerza su toxicidad. 

PARK2 codifica la proteína parkina, una ubiquitin E3 ligasa citosólica, y PARK6 

codifica una serina/treonina quinasa mitocondrial conocida como PINK1. Ambas 

proteínas participan en una vía común implicada en la regulación de la fisiología 

mitocondrial. Mutaciones en PARK2 y PARK6 son la causa más frecuente de Parkinson 

familiar de inicio temprano (Erpapazoglou and Corti 2015). Estas proteínas intervienen 

en aspectos mitocondriales como dinámica y transporte mitocondrial, biogénesis y 

bioenergética, renovación de organelas dañadas por mitofagia y apoptosis (Johnson et 

al., 2012; Pilsl and Winklhofer 2012). El papel de PINK1 y parkina en la renovación 

mitocondrial es, de todos los mencionados, el mejor conocido en la actualidad, siendo 

considerado como la principal ruta por la que estas proteínas ayudan a mantener la 

calidad mitocondrial. Ante mitocondrias dañadas, con pérdida del potencial de 

membrana, se bloquea la importación y procesado de PINK1 en la matriz mitocondrial, 

lo que resulta en la acumulación de moléculas de PINK1 sin procesar en la membrana 

mitocondrial externa de la mitocondria dañada. En esta posición PINK1 recluta a la 

proteína citosólica parkina, y la activa por fosforilación. Una vez activa, parkina 

ubiquitiniza proteínas de la superficie mitocondrial, resultando en la activación del 

proceso de mitofagia y en la degradación por el proteosoma de los substratos 

mitocondriales ubiquitinizados (Pickrell and Youle 2015; Tanaka et al., 2010; Yoshii et 

al., 2011).  
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Mutaciones que afecten a PINK1 y/o parkina, resultan en la alteración de este 

mecanismo de control de la calidad mitocondrial y en la acumulación de mitocondrias 

dañadas en las neuronas, produciendo muerte neuronal y contribuyendo a la 

patogénesis del Parkinson (Pickrell and Youle2015; Valente et al., 2004a). La 

ubiquitinización de proteínas de la membrana mitocondrial externa que lleva a cabo 

parkina, interviene en el control de procesos de motilidad y dinámica mitocondrial, 

siendo Mfn (Mfn1 y Mfn2), que interviene en procesos de fusión mitocondrial, uno de 

los sustratos ubiquitinizados y marcados para degradación proteosómica dependiente 

de parkina (Tanaka et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 PARK 7 codifica para la proteína DJ-1, mutaciones en este gen son, junto con 

mutaciones en PARK 2 y PARK 6, la causa de la mayoría de los casos de enfermedad de 

Parkinson autosómica recesiva de inicio temprano (<50 años). DJ-1 es un proteína 

multifuncional que participa, predominantemente, en la protección de la célula frente 

al estés oxidativo (Taira et al., 2004). Además, DJ-1 puede regular diferentes funciones 

celulares dependiendo de su localización subcelular, fundamentalmente DJ-1 se 

localiza en el citosol y el núcleo, y en menor grado en la mitocondria. Cuando se 

desplaza al núcleo juega un papel esencial en la regulación de la transcripción, 

Figura 3. Modelo de mitofagia inducido por la vía PINK1-parkina. La disfunción 

mitocondrial, caracterizada por la pérdida del potencial de membrana, provoca la 

acumulación de PINK1 en la membrana mitocondrial externa. PINK1 que a su vez fosforila y 

activa a parkina. Parkina activa ubiquitiniza substratos en la membrana mitocondrial 

externa iniciando el reclutamiento del autofagosoma y la degradación proteosómica de los 

sustratos mitocondriales ubiquitinizados. 
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fundamentalmente, de genes antioxidantes, de la proteína p53 y del gen de la tirosina 

hidroxilasa que participa en la síntesis de la dopamina (Ariga et al., 2013; Ishikawa et 

al., 2010; Ottolini et al., 2013). DJ-1 localizado en la membrana mitocondrial externa 

de células sometidas a estrés oxidativo, participa en el mantenimiento de un ambiente 

mitocondrial adecuado (Kahle et al., 2009), donde además puede interaccionar con 

parkina, interacción que conduce a un aumento de los niveles de DJ-1 y por tanto a 

una disminución en el estrés oxidativo (van der Merwe et al., 2015). DJ-1 también 

interacciona de forma directa con PINK1, ambos son reclutados a la membrana 

mitocondrial externa cuando disminuye el potencial de membrana, resultando en la 

regulación de la fusión y fisión mitocondrial.  

Por tanto, estas tres proteínas, PINK1, parkina y DJ-1, participan en una vía 

común para el mantenimiento de la integridad y homeostasis mitocondrial, y cuando 

una mutación causa la disfunción de una de estas proteínas, las interacciones se ven 

comprometidas apareciendo la enfermedad (van der Merwe et al., 2015). 

1.3.2 Parkinson idiopático 

 La mayoría de los casos de Parkinson no son de causa genética, 

desconociéndose su causa, se engloban dentro del grupo de patologías idiopáticas. No 

obstante, ciertos factores ambientales juegan un papel importante, incrementando el 

riesgo de padecer enfermedad de Parkinson. De esta observación, surge la “hipótesis 

ambiental”, en la cual agentes químicos presentes en el ambiente podrían dañar de 

forma selectiva las neuronas dopaminérgicas, contribuyendo al desarrollo de la 

enfermedad.  

La idea de que los factores ambientales están involucrados en la enfermedad 

de Parkinson surge con el descubrimiento de una neurotoxina, el 1-Metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina o MPTP (Langston and Ballard, Jr. 1983), que produce 

muerte de neuronas dopaminérgicas reproduciendo los síntomas típicos de la 

enfermedad (Richardson et al., 2007). Además del MPTP, la rotenona, un insecticida 

lipofílico, que también produce inhibición del complejo I de la cadena de transporte 

electrónico mitocondrial como el MPTP, y despolimerización de microtúbulos, puede 

afectar al sistema dopaminérgico produciendo lesiones neuronales (Ren and Feng 
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2007). Dieldrina y Maneb son otros dos pesticidas que inhiben de forma selectiva el 

complejo III mitocondrial. Se ha visto que la concentración de Dieldrina en el cerebro 

de pacientes con Parkinson es mayor que en el cerebro de controles (Corrigan et al., 

2000), y que la exposición crónica a Maneb provoca síndrome parkinsoniano crónico 

(Costello et al., 2009). La exposición crónica a Paraquat, un herbicida, también 

incrementa el riesgo de padecer enfermedad de Parkinson, ejerciendo toxicidad 

mediante la producción de ROS (Costello et al., 2009). Por tanto, existe una fuerte 

asociación entre el uso prolongado de pesticidas y herbicidas, y el desarrollo de la 

enfermedad, pero ninguno de ellos es considerado ser el responsable de la mayoría de 

casos de Parkinson. 

La exposición a solventes orgánicos, monóxido de carbono, disulfuro de 

carbono, toxinas derivadas de plantas e infecciones virales y bacterianas también se 

cree que pueden desempeñar algún papel en la etiología de la enfermedad (Schapira 

and Jenner 2011). Es posible, por tanto, que compuestos tanto exógenos como 

endógenos puedan inducir Parkinson cuando existe un ambiente o historial 

susceptibles (Blum et al., 2001).  

Por último, el envejecimiento es, obviamente, un factor asociado a la 

enfermedad de Parkinson, el fallo de los procesos celulares que acontecen durante el 

envejecimiento causa un incremento en la vulnerabilidad en las neuronas 

dopaminérgicas (Rodriguez et al., 2014; Schapira and Jenner2011). 

1.4 FISIOPATOLOGÍA 

 Aunque actualmente la causa primaria de la muerte neuronal es aún 

desconocida, procesos como el estrés oxidativo/nitrosativo y la inflamación están 

consistentemente descritos en la enfermedad de Parkinson, siendo claves en la 

fisiopatología de esta enfermedad. Ambos mecanismos están directamente 

relacionados con la disfunción mitocondrial y el fracaso bioenergético, que condiciona 

en gran medida la muerte neuronal en esta patología neurodegenerativa. La disfunción 

mitocondrial, el estrés oxidativo y la neuroinflamación, son procesos comunes en las 
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dos formas de la enfermedad de Parkinson, tanto idiopático como familiar, y conducen 

a la disfunción celular (Ryan et al., 2015). 

1.4.1 El estrés oxidativo. 

 Las especies reactivas de oxígeno (ROS) se forman continuamente en todos los 

tejidos del organismo, como consecuencia de la utilización del oxígeno para producir 

ATP. Debido a la presencia de uno o más electrones desapareados, estos compuestos 

son moléculas extremadamente reactivas que se estabilizan al oxidar componentes 

celulares como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, afectando negativamente a la 

función celular. Estas reacciones oxidativas son la base de la toxicidad de los radicales 

libres. La aparición del estrés oxidativo ocurre cuando se produce un aumento de la 

producción de radicales libres y/o un descenso de la eficiencia de los sistemas 

antioxidantes endógenos como la superóxido dismutasa,  la catalasa, el glutation y los 

enzimas del ciclo redox del glutation, la glutation peroxidasa y la glutation reductasa 

(Figura 4). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Sistemas antioxidantes enzimáticos. La reducción univalente del oxígeno 

molecular origina la formación del O2
.-, el cual será dismutado a H2O2 por acción de la 

superóxido dismutasa dependiente de Cu/Zn (Cu/Zn-SOD). Este H2O2 puede ser depurado a 

H2O y O2 bien por acción de la catalasa o bien por acción de la glutation peroxidasa (GPx). 

Esta última utiliza GSH para tal conversión y, en consecuencia, se oxida a GSSG, siendo  

necesario un sistema de reciclaje que restaure los niveles de GSH. Así, la glutation 

reductasa (GRd) reduce el GSSG a GSH, requiriendo para ello el poder reductor del NADPH 

que pasa a NAD, restableciéndose nuevamente los niveles de NADPH por acción de la 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). 
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 Una de las mayores fuentes productoras de radicales libres en la célula es la 

mitocondria, debido a que más del 95% del O2 es utilizado en esta organela para 

producir ATP por fosforilación oxidativa, la cual se encuentra acoplada a la cadena de 

transporte electrónico mitocondrial (CTE) (Nathan and Singer 1999). Bajo condiciones 

fisiológicas, la mayoría del oxígeno es reducido con cuatro electrones a dos moléculas 

de agua por la citocromo C oxidasa, y un pequeño porcentaje de oxígeno, 

aproximadamente el 2% del total consumido, puede ser reducido por uno, dos o tres 

electrones, dando lugar a anión superóxido (O2
.-), peróxido de hidrógeno (H2O2) y 

radical hidroxilo (HO.) respectivamente (Orrenius 2007). Los complejos I y III son los 

principales responsables de formación de ROS en la mitocondria, y bajo condiciones 

patológicas, como las enfermedades neurodegenerativas, es el complejo I el principal 

involucrado en la producción de ROS. 

Para protegerse frente a la generación de radicales libres, la mitocondria 

dispone de diferentes mecanismos antioxidantes. La primera línea de defensa de la 

mitocondria consiste en la oxidación del O2
.- por el citocromo c soluble en el espacio 

intermembranal, recuperando así el O2, aunque su capacidad es limitada por la 

pequeña concentración del citocromo. La siguiente línea de defensa consiste en un 

leve desacoplamiento mitocondrial, que evita un aumento excesivo de la fuerza protón 

motriz y por tanto reduce la generación de O2
.-. Otra línea de defensa mitocondrial 

implicada en la eliminación de O2
.- , principal radical que se forma en la mitocondria, es 

su dismutación a H2O2, por parte de la SOD, y su posterior conversión a  agua por 

medio de la glutation peroxidasa (GPx) (Skulachev 1999). De esta forma, los sistemas 

antioxidantes intramitocondriales eliminarían los radicales libres, evitando el daño 

oxidativo que conduciría a daños en la producción de ATP. 

 Alteraciones en la ETC, como la inhibición de la actividad de algunos de sus 

complejos respiratorios, tal y como ocurre durante el envejecimiento y enfermedades 

neurodegenerativas, entre ellas el Parkinson (inhibición del complejo I), conduce a un 

incremento en la producción de ROS y de especies reactivas del nitrógeno (RNS), que a 

su vez producen más inhibición sobre los complejos de la ETC y daño oxidativo sobre la 

propia mitocondria (Acuña-Castroviejo et al., 2001). Las RNS engloban principalmente 
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al NO. y el producto de su reacción con el O2
.-, ONOO-, que presentan un alto poder 

oxidante y son enormemente citotóxicos ya que inhiben irreversiblemente todos los 

complejos de la ETC, incluyendo la ATP sintasa, pudiendo ocasionar daño directo a las 

proteínas y DNA. Además, el NO., compite con el oxígeno por su sitio de unión al 

complejo IV, inhibiendo por tanto la citocromo oxidasa. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Procesos fisiopatológicos relacionados con la enfermedad de Parkinson. 

Modificaciones genéticas de genes implicados en el Parkinson, conducen a un incremento 

del estrés oxidativo, daño mitocondrial y agregación de α-sinucleína. El metabolismo de la 

dopamina puede conducir a formas de quinonas de dopamina que contribuyen a 

incrementar el estrés oxidativo. Toxinas ambientales pueden producir disfunción 

mitocondrial por inhibición del complejo I, incrementando el estrés oxidativo, 

disminuyendo la producción de ATP. También los mecanismos neuroinflamatorios pueden 

contribuir a aumentar el estrés oxidativo. En resumen, existen muchos mecanismos 

celulares que al alterarse pueden contribuir al estrés oxidativo, estando implicados en la 

selectiva degeneración de las neuronas dopaminérgicas.(Blesa et al., 2015) 
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Aunque, como se ha mencionado anteriormente, los mecanismos exactos por 

los que se produce la muerte de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra 

durante la enfermedad de Parkinson no se conocen todavía, el estrés oxidativo ha sido 

considerado como uno de los principales mecanismos fisiopatológicos en esta 

enfermedad. Comparado con el resto del cerebro, la sustancia negra pars compacta 

está expuesta a unos niveles elevados de estrés oxidativo. Son varias las fuentes y 

mecanismos que pueden generar ROS en las neuronas dopaminérgicas, incluyendo el 

metabolismo de la dopamina, la disfunción mitocondrial, la neuroinflamación, la 

presencia de altos niveles de hierro y el envejecimiento (Blesa et al., 2015; Dias et al., 

2013; Kim et al., 2015) (Figura 5). 

Está bien documentado en la bibliografía, la inhibición de la actividad del 

complejo I mitocondrial en la sustancia negra de pacientes con Parkinson, lo que 

contribuiría a una excesiva producción de ROS (Blesa et al., 2015; Schapira2008). En los 

casos de Parkinson familiar, las mutaciones en los genes que codifican para α-

sinucleína, parkina, PINK1 y DJ-1, también provocarían un incremento del estrés 

oxidativo al afectar negativamente a la función mitocondrial, como se ha analizado 

previamente (Blesa et al., 2015; Dias et al., 2013; Kim et al., 2015). 

La producción de radicales libres es, por tanto, un proceso acelerado en la 

enfermedad de Parkinson, siendo varios los marcadores de estrés oxidativo, tales 

como la peroxidación lipídica, el daño oxidativo a proteínas y al ADN, los que están 

elevados en la sustancia negra de pacientes con la Parkinson (Yoritaka et al., 1996). 

 METABOLISMO DE LA DOPAMINA 

 La selectiva pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra pars 

compacta, sugiere que por sí mismo el metabolismo de la dopamina puede ser fuente 

de estrés oxidativo ya que tanto en su biosíntesis como en su degradación enzimática, 

las enzimas involucradas producen peróxido de hidrógeno.  

La dopamina se sintetiza a partir del aminoácido L-tirosina que es hidroxilado a 

L-DOPA por acción de la enzima tirosina hidroxilasa (TH), después la L-DOPA es 

descarboxilada por la enzima dopa-descarboxilasa para producir dopamina (Figura 6). 



Introducción 

  
19 

 
  

  

 

 

Una vez sintetizada la dopamina es empaquetada en vesículas sinápticas, que 

se liberan en la sinapsis tras un impulso eléctrico. La inactivación de este 

neurotransmisor se realiza mediante el reingreso del mismo a la neurona 

dopaminérgica, por medio del transportador de dopamina. Una vez en la célula, la 

dopamina puede ser degrada enzimáticamente por la catecol-O-metil transferasa 

(COMT) y la monoamino oxidasa (MAO) o no enzimáticamente. MAO-A y MAO-B están 

localizadas en la membrana mitocondrial, se encargan de degradar el exceso de 

dopamina en el citosol catalizando su deaminación oxidativa (Munoz et al., 2012). Bajo 

condiciones normales, los niveles de dopamina son regulados a través del 

metabolismo oxidativo por la MAO-A, localizada fundamentalmente en las neuronas 

catecolaminérgicas. Pero cuando, como en el caso de la enfermedad de Parkinson, 

existe degeneración neuronal, la MAO-B localizada en las células gliales se convierte en 

la principal enzima involucrada en el metabolismo de la dopamina, produciendo 

durante su degradación H2O2. El peróxido de hidrógeno producido puede pasar a las 

Figura 6. Biosíntesis de la dopamina. 



María Elena Díaz Casado 
 

  
20 

 
  

neuronas dopaminérgicas donde puede reaccionar con el Fe2+ para formar radical 

hidroxilo mediante la reacción de Fenton (Kumar and Andersen 2004) (Figura 7).  

 

  

La dopamina también puede sufrir autooxidación no enzimática, al presentar 

un grupo catecol inestable, generando semiquinonas o quinonas de dopamina que 

también contribuyen a la neurodegeneración. Estas quinonas y semiquinonas pueden 

modificar proteínas relacionadas con la enfermedad de Parkinson, tales como la α-

sinucleína, parkina y DJ-1 (Girotto et al., 2012). También causan inactivación del 

neurotransmisor de la dopamina (DAT) y de la enzima TH (Kuhn et al., 1999; 

Whitehead et al., 2001) y disfunción del complejo I mitocondrial (Jana et al., 2011).  

Adicionalmente, las quinonas pueden ciclarse generando compuestos 

altamente reactivos que conducen a la formación de radical superóxido, a la depleción 

celular de NADPH y son el precursor de la neuromelanina, pigmento que contribuye a 

la neurodegeneración al inducir neuroinflamación (Zecca et al., 2008). La 

Figura 7. Catabolismo de la dopamina. Vulnerabilidad de la sustancia negra pars compacta 

al estrés oxidativo. 
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neuromelanina es un pigmento sintetizado por las neuronas catecolaminérgicas que 

contiene compuestos tales como dopamina oxidada, metabolitos de la dopamina así 

como proteínas y lípidos. Diferentes teorías sugieren que la neuromelanina incrementa 

la vulnerabilidad celular debido a cambios en el propio pigmento como aumento de la 

densidad, modificaciones en su estructura y disminución en el contenido proteico del 

mismo (Fasano et al., 2006). Análisis de neuromelanina en pacientes con Parkinson, 

muestran una acumulación y sobrecarga de hierro, que también resultaría en un 

incremento del estrés oxidativo (Faucheux et al., 2003). 

1.4.2 Disfunción mitocondrial. 

 La disfunción mitocondrial dependiente del estrés oxidativo/nitrosativo y de la 

inhibición del complejo I de la ETC, es un proceso fisiopatológico inherente a la 

neurodegeneración en la enfermedad de Parkinson. La primera relación directa entre 

enfermedad de Parkinson y disfunción mitocondrial se realizó en 1989, cuando el 

defecto en la actividad del complejo I mitocondrial fue identificado en la sustancia 

negra de pacientes con Parkinson (Schapira et al., 1989). En esta patología, se ha 

observado que tiene lugar una disminución en la actividad del complejo I de la ETC 

aproximadamente de un 35% en la pars compacta de la sustancia negra, lo cual 

contribuye a la degeneración celular al disminuir la síntesis de ATP, por tanto, a un 

defecto en la bioenergética, además de ser considerado la principal fuente de ROS en 

el Parkinson. 

 La mitocondria es la principal fuente de energía de la célula, en ella tiene lugar 

la fosforilación oxidativa sintetizando entre el 90-95% del ATP de la célula (Acuña-

Castroviejo et al., 2001; Leon et al., 2004).  Pero la mitocondria juega una función 

doble con respecto al estrés oxidativo, ya que es fuente y diana de las ROS, lo que 

sugiere que una desregulación mitocondrial juega un papel crítico en la patogénesis 

del Parkinson, por lo que defectos mitocondriales pueden estar implicados en la 

patogénesis de la enfermedad (Schapira2008). Cualquier alteración en la capacidad de 

la mitocondria para producir dicha energía puede tener consecuencias fatales, pero no 

sólo debido a la falta primaria de ATP, sino también al desequilibrio indirecto que se 

ocasionaría en las funciones derivadas, como la producción de ROS, el mantenimiento 
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del orgánulo, la regulación de la apoptosis y la homeostasis celular del Ca2+ y la glucosa 

(Leon et al., 2004; Leon et al., 2005). 

 La cadena de transporte electrónico mitocondrial es la mayor fuente de de ROS, 

produciendo anión superóxido a través de los complejos I y III. Los complejos I y II de la 

cadena de transporte electrónico reciben electrones de la oxidación del NADH y del 

succinato, respectivamente, y los donan a la coenzima Q (CoQ), transportador 

electrónico lipídico, generando ubiquinol, que transporta los electrones hasta el 

complejo III (Brandt 2006). Este complejo III reduce a su vez al citocromo c, 

transportador electrónico que puede desplazarse por el interior de la membrana 

interna hasta el complejo IV. Por último, el complejo IV acopla la oxidación del 

citocromo c con la reducción del O2 a agua (Crofts 2004). Las reacciones de los 

complejos  ,     y    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 (∆ m   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.  

 La inhibición de cada complejo respiratorio produce un bloqueo en la 

transferencia de electrones a través de la ETC, de modo que el bombeo de protones 

asociado al funcionamiento de la cadena cesa parcial o totalmente. Mientras que una 

inhibición parcial del complejo I en determinadas condiciones puede reducir 

ligeramente el potencial de membrana mitocondrial y por consiguiente el escape de 

electrones, disminuyendo la generación de anión superóxido y por tanto de radicales 

libres, sin reducir la producción de ATP (Andrews et al., 2005), la inhibición excesiva del 

complejo I reduce la producción de ATP, eleva la generación de radicales libres y 

acelera la neurodegeneración (Devi et al., 2008). El complejo I es además el que mayor 

control ejerce sobre la respiración mitocondrial y su inhibición hace que tenga lugar un 

escape masivo de electrones con la consiguiente generación de ROS. La inhibición del 

complejo I no impide la entrada de electrones al complejo II procedentes del FADH2. La 

entrada de electrones a través del complejo II permite la reducción del complejo III y 
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que el flujo electrónico continúe hasta la oxidasa terminal de la ETC, pero con un flujo 

mermado puesto que el poder reductor procede sólo del FADH2. Todo esto hace que el 

complejo I sea más vulnerable que el resto de complejos de la ETC al estrés oxidativo y 

que, al mismo tiempo actúe como fuente de ROS (Beal 2003). Hoy en día todavía no se 

sabe si el déficit del complejo I mitocondrial es la causa o la consecuencia del estrés 

oxidativo y la neurodegeneración en esta patología. Lo que está claro es que, la 

disfunción del complejo I mitocondrial ocasiona una disminución del potencial de 

membrana, con la consiguiente disminución en la producción de ATP, todo ello son 

señales que condicionan la apertura del poro de transición mitocondrial (PTM) que 

conduce a la salida de citocromo c de la mitocondria al citosol y el inicio de la 

apoptosis vía mitocondrial (Figura 8). 

 El origen del daño en el complejo I aún no se conoce con certeza. Se ha 

sugerido la posibilidad de mutaciones en el ADNmt como responsables de tal defecto, 

y a su vez, se señala al estrés oxidativo como causante de los daños en el ADNmt. 

Algunas evidencias sugieren que determinados haplotipos de ADNmt pueden influir en 

el pH citosólico y en la regulación del calcio mitocondrial, lo cual influye en la función 

neuronal aumentando el riesgo de padecer la enfermedad (Schapira2008). 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 MPTP, el 

paraquat o la rotenona, pueden ser la causa de la inhibición de este complejo 

respiratorio, estos compuestos muestran una citotoxicidad preferencial hacia las 

neuronas dopaminérgicas (Blesa and Przedborski 2014).  

Otra evidencia de que la disfunción mitocondrial está relacionada con el estrés 

oxidativo y la muerte de neuronas dopaminérgicas procede de que, mutaciones de 

determinados factores genéticos como PARK1, PARK2, PARK6 y PARK7, que como se 

ha comentado anteriormente codifican proteínas con funciones específicas en la 

mitocondria, están relacionadas con déficits del complejo I, estrés oxidativo y 

apoptosis, siendo las causantes de algunas formas de Parkinson familiar (Zuo and 

Motherwell 2013).  
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Se ha asociado la acumulación de α-sinucleína en las mitocondrias de diversas 

áreas del cerebro, como el estriado y la sustancia negra, con la inhibición del complejo 

I en la enfermedad de Parkinson, observándose una asociación directa entre la 

concentración de α-sinucleína en el citosol  y su acumulación en la mitocondria, y la 

inhibición de dicho complejo (Devi et al., 2008). Los sistemas de degradación de 

proteínas pueden ser dañados por las ROS, comprometiendo la eliminación de 

proteínas dañadas o perjudiciales como la α-sinucleína, lo que resulta importante en la 

aparición de eventos deletéreos implicados en los procesos neurodegenerativos 

implicados en la enfermedad de Parkinson (Schapira et al., 2014).  Como consecuencia, 

la α-sinucleína induce la liberación de citocromo c, aumenta el contenido mitocondrial 

de calcio y de NO, y causa alteraciones oxidativas de componentes mitocondriales, 

llevando a la apoptosis (Parihar et al., 2008).  

 

 

Parkina también es un factor protector mitocondrial muy importante,  aumenta 

la expresión de las subunidades mitocondriales del complejo I, reduce la producción de 

radicales libres y aumenta la biogénesis mitocondrial (Kuroda et al., 2006b; Kuroda et 

al., 2006a). En contra, la deficiencia en parkina reduce la capacidad respiratorio 

Figura  8. Vías implicadas en la disfunción mitocondrial.  
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mitocondrial y disminuye el contenido de las subunidades mitocondriales de los 

complejos I y IV (Figura 8). 

Mutaciones en PINK1 causan disminución de la actividad respiratoria 

mitocondrial y aumento de peroxidación lipídica. Una de las dianas de PINK1 es TRAP1, 

la fosforilación de TRAP1 por PINK1 previene de la liberación de citocromo c de la 

mitocondria y la apoptosis inducida por estrés oxidativo (Pridgeon et al., 2007). 

Defectos en la expresión de PINK1 resultan, entre otros, en alteraciones morfológicas 

de la mitocondria, con disminución/ausencia de crestas y potencial de membrana 

reducido, alteraciones de los complejos respiratorios I y II, reducción en la actividad del 

complejo I, aumento de ROS y disminución del potencial de membrana (Bueler 2009; 

Clark et al., 2006; Wood-Kaczmar et al., 2008) (Figura 8). 

DJ-1 que se localiza principalmente en el citosol, bajo condiciones de estrés 

oxidativo se distribuye hacia la mitocondria y el núcleo, asociado a fenómenos de 

neuroprotección (Canet-Aviles et al., 2004). En la mitocondria, DJ-1 puede unirse a 

subunidades del complejo I mitocondrial regulando su actividad (Hayashi et al., 2009). 

En consecuencia, en el proceso neurodegenerativo de la enfermedad de Parkinson 

ligado a la disfunción mitocondrial, se produce la intersección de al menos, α-

sinucleína, parkina, PINK1 y DJ-1. 

1.4.2. Inflamación. 

Las células gliales, y fundamentalmente la microglía, son las principales 

encargadas de llevar a cabo los procesos inflamatorios en el cerebro (Benveniste et al., 

2001). Se trata de células fagocíticas que forman parte del sistema inmune innato del 

sistema nervioso central, que se activan bajo daño cerebral o cambios inmunes como 

mecanismo de defensa para eliminar las células dañadas o infectadas y los agentes 

patógenos (Block et al., 2007). Estas células al activarse son capaces de liberar al medio 

citoquinas como TNF-α, quimioquinas o factores de crecimiento, que pueden ser 

beneficiosos o bien ocasionar efectos dañinos  (Benveniste et al., 2004). Además la 

microglía activa también es una fuente importante de superóxido y óxido nítrico, que 
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puede contribuir al estrés oxidativo y nitrosativo en el microambiente del cerebro al 

difundir a las neuronas vecinas (Block et al., 2007) (Figura 9).  

La sobreactivación o el estado de activación crónico de la microglía, como 

sucede en la sustancia negra en degeneración durante el Parkinson, causa una excesiva 

e incontrolada respuesta neuroinflamatoria que provoca daño neuronal (Qian et al., 

2010). La muerte neuronal a su vez activaría la microglía, aumentando de nuevo la 

respuesta inflamatoria a través de la liberación de sustancias, proliferación de células 

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

vascularización. Eventos que podrían ocasionar nueva muerte neuronal, por lo que 

este evento que se podría presentar de forma cíclica, activando y perpetuando la 

muerte neuronal (Barcia and Herrero Ezquerro 2004). 

La pérdida de neuronas en la enfermedad de Parkinson está asociada con la 

neuroinflamación crónica, la cual es controlada principalmente por la microglía y, en 

menor medida, por astrocitos y oligodendrocitos (Perry 2012). Se ha registrado 

microglía activa en la sustancia negra y bulbo olfatorio de pacientes, tanto con 

Parkinson idiopático como con Parkinson familiar, así como en el estriado y/o en la 

sustancia negra en modelos animales de Parkinson inducido con MPTP (Pisanu et al., 

2014; Stott and Barker 2014). Se han descrito diferentes marcadores inflamatorios en 

cerebros parkinsonianos (Hunot and Hirsch 2003), en estudios postmorten se han 

encontrado importantes proliferaciones de macrófagos ameboides y microglía 

reactivos en la sustancia negra de pacientes con Parkinson. Aparecen también, en la 

sustancia negra de este tipo de pacientes células gliales activadas que expresan 

distintas citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF)-α, la 

interleuquina (IL)-1β y el interferón ( FN)-γ, junto con una aumento en la expresión de 

la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS). Por último, se han encontrado niveles 

elevados de IL-1 y 6, y TNF-α en el líquido cefalorraquídeo de pacientes con la 

enfermedad (Hirsch et al., 2003). 

Se piensa que este proceso cíclico de activación de la microglía y muerte 

neuronal, podría ser, además, alimentado por señales inflamatorias generadas por las 

neuronas dañadas, que conducirían a potenciar más el efecto de la microglía. Estas 
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señales consistirían en sustancias liberadas al espacio extracelular por las neuronas 

dopaminérgicas dañadas, tales como proteínas oxidadas, lípidos y ADN, en definitiva 

moléculas dañadas que serían reconocidas por la microglía causando su activación. De 

nuevo la activación de la microglía conduciría a la formación de ROS y RNS que 

agravaría la muerte neuronal, cerrando el ciclo neurotóxico vicioso (Block et al., 2007). 

Además las neuronas dopaminérgicas dañadas también liberan al medio extracelular 

neuromelanina y α-sinucleína, que activarían la microglía participando de este ciclo 

vicioso induciendo neuroinflamación crónica en el Parkinson (Hwang 2013).  

 

 

 

 

 

Figura 9. Participación de la microglía en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson.  

La activación de las células de la microglía contribuyen a la neurodegeneración 

dopaminérgica por la liberación de compuestos citotóxicos como las citoquinas, que 

inducen la expresión de la iNOS y por tanto la liberación de NO., el cual puede difundir 

hacia las neuronas dopaminérgicas circundantes donde puede reaccionar con el O2
.- 

(procedente de la COX-2 o de la inhibición del complejo I) formando ONOO-. Todo ello 

conduce a la muerte de las neuronas. Los astrocitos pueden liberar factores neurotróficos, 

o metabolizar dopamina, eliminando radicales libres a través de la GPx, presentando un 

efecto neuroprotector. 
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La neuromelanina, pigmento producido por la oxidación de la dopamina y que 

le da el color característico a la sustancia negra, añadida a cultivos de microglía, causa 

un incremento del NO (Zecca et al., 2008). In vivo, inyecciones intracerebrales de 

neuromelanina causan activación de la microglía y pérdida de neuronas 

dopaminérgicas en la sustancia negra (Wilms et al., 2003). Estas observaciones en 

conjunto, y teniendo en cuenta que la neuromelanina permanece durante largos 

periodos de tiempo en el espacio extracelular, hace pensar que sea una de las 

moléculas responsables de la inducción crónica de la inflamación en la enfermedad de 

Parkinson (Hwang2013). La α-sinucleína es otra de las moléculas que parece estar 

implicada en el proceso inflamatorio de esta enfermedad. Se ha demostrado que la 

adicción de α-sinucleína a cultivos de neuronas y células gliales, causa activación de la 

microglía y neurodegeneración dopaminérgica (Zhang et al., 2005). De hecho, la α-

sinucleína liberada por las células neuronales es un agonista endógeno de los 

receptores TLR2 (Toll-like receptor 2), los cuales activan la respuesta inflamatoria 

microglial (Kim et al., 2013), aumentando los niveles de TNF-α en el estirado y en la 

sustancia negra pars compacta de ratones (Watson et al., 2012). 

Aunque la activación de la microglía y los cambios inflamatorios son 

considerados generalmente como una consecuencia de la destrucción neuronal, 

hallazgos como que variaciones en regiones del antígeno leucocitario humano (HLA) 

son un factor de riesgo en la enfermedad Parkinson, ponen de manifiesto la posibilidad 

de que un estado proinflamatorio general pueda ser causa de la muerte neuronal en 

algunos casos de esta enfermedad o al menos aumentar el riesgo de padecerla. De 

hecho, se ha demostrado que la inflamación periférica en ratas, incrementa el riesgo 

inflamatorio en la sustancia negra, con una mayor pérdida de neuronas 

dopaminérgicas. (Hamza et al., 2010; Hernandez-Romero et al., 2012). Todas estas 

observaciones sugieren que la neuroinflamación crónica, con sus consecuencias sobre 

el estrés oxidativo y  nitrosativo, es un componente crítico en la patogénesis del 

Parkinson. 
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1.5 TRATAMIENTO. 

 El tratamiento actual de la enfermedad de Parkinson es sintomático, no es 

preventivo ni curativo, siendo los anticolinérgicos, la amantadina y la L-DOPA los 

fármacos más usados. Estos fármacos son administrados durante el resto de la vida del 

paciente, siendo variable el grado de mejoría alcanzado en cada caso. 

  El tratamiento con L-DOPA, un precursor de la dopamina, es el tratamiento 

farmacológico utilizado por excelencia, y con mayor eficacia para corregir el déficit 

dopaminérgico que existe en el estriado. El principal problema del tratamiento con L-

DOPA son los frecuentes efectos secundarios que provoca, siendo los más comunes los 

movimientos involuntarios anormales y los trastornos psíquicos, que afectan entre el 

10-20% de los pacientes. Otro problema es que cuando la L-DOPA es administrada 

durante largos periodos de tiempo, produce fluctuaciones motoras y disquinesias, de 

tal modo que a los 6 ó 7 años de tratamiento continuado, la incapacidad funcional es 

igual o mayor que el nivel de incapacidad anterior al tratamiento, por este motivo, el 

tratamiento farmacológico suele comenzarse, generalmente, con otros fármacos. 

Estos incluyen amantadina, inhibidores de la monoamino oxidasa B (MAO B), 

anticolinérgicos y antagonistas de los receptores de dopamina.  

También existen opciones de tratamientos neuroquirúrgicos, como la 

estimulación cerebral profunda (deep brain stimulation, DBS) tanto del globo pálido 

como del núcleo subtalámico, que permiten disminuir la dosis de medicación, 

resultando una técnica efectiva en el control de los síntomas del pacientes con la 

enfermedad, así como mejora de su funcionalidad y calidad de vida (Roper et al., 2016; 

Xie et al., 2016). El tratamiento quirúrgico se aplica cuando los síntomas motores ya no 

pueden ser controlados con el tratamiento farmacológico.  

Por lo tanto, existe la necesidad clínica urgente de desarrollo de nuevas 

estrategias farmacológicas para hacer frente a esta enfermedad, y no sólo de 

estrategias sintomáticas sino de tratamientos que detengan el avance de la 

enfermedad. 
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2. EL PEZ CEBRA COMO MODELO DE ENFERMEDAD DE PARKINSON 

 El pez cebra (Danio rerio) es un pez pequeño de agua dulce, originario de las 

aguas tropicales del sur de Asia. Fue introducido por primera vez en investigación 

biomédica por George Streisinger en el 1981, elegido por su ideal combinación de 

propiedades. 

2.1 VENTAJAS DEL USO DEL PEZ CEBRA COMO MODELO EXPERIMENTAL 

 El modelo de pez cebra ofrece muchas ventajas frente a otros modelos 

animales vertebrados. En primer lugar, el desarrollo del pez cebra es extrauterino, lo 

que hace particularmente fácil el estudio y observación del las primeras etapas del 

desarrollo así como su manipulación en estos estadios tempranos. Gracias a estas 

posibilidades los peces cebra fueron inicialmente reconocidos como un excelente  

modelo para el estudio de la biología del desarrollo.  

Existe una amplia variedad de métodos que pueden aplicarse en la 

manipulación temprana de las larvas de pez cebra, por ejemplo el uso de técnicas de 

manipulación genética dirigida, siendo las más comunes la utilización de morfolinos, la 

sobreexpresión de ARN, la transgénesis, el uso de nucleasas zinc-finger, TALEN y más 

recientemente el uso de CRISPR (Amsterdam and Becker 2005; Meng et al., 2008; 

Moreno-Mateos et al., 2015; Nasevicius and Ekker 2000; Shafizadeh et al., 2002a). La 

posibilidad de llevar a cabo experimentos genéticos eficientes, como la mutagénesis 

dirigida, quizás sea la mayor ventaja que presenta el uso en investigación de este 

modelo animal.  

 También son muy comunes en este modelo experimental las manipulaciones 

químicas, físicas y farmacológicas. Las manipulaciones farmacológicas de las larvas son 

relativamente fáciles, ya que las drogas son absorbidas por el pez desde el agua.  

 En el mismo sentido, la organogénesis en las larvas de pez cebra es un proceso 

rápido, y la mayoría de los órganos están totalmente formados a los 2 días post-

fertilización (dpf). Otra ventaja es que las larvas son totalmente trasparentes hasta los 



Introducción 

  
31 

 
  

5 dpf, lo que permite fácilmente la visualización de la organogénesis. A partir de los 

5dpf, la pigmentación de la piel en las larvas se va haciendo más intensa, y ya a esta 

edad las larvas comienzan a nadar, a capturar presas y alimentarse (Borla et al., 2002; 

Brustein et al., 2003a; Budick and O'malley 2000; Gahtan et al., 2005).  

La transparencia de las larvas también permite el seguimiento durante el 

desarrollo de un determinado tipo de células o estructuras in vivo, mediante el 

desarrollo de transgénicos marcados por fluorescencia, uno de los marcajes por 

fluorescencia más usados es por GFP. También es posible aplicar técnicas de 

microscopía confocal a la larva completa, sin necesidad de hacer secciones, pero como 

es un modelo animal relativamente nuevo, sólo hay disponibles un limitado número de 

anticuerpos testados frente a proteínas de pez cebra. Esta limitación puede ser 

solventada en parte porque muchos de los anticuerpos funcionales en mamíferos 

pueden ser usados en el  pez cebra ya que existe una alta similaridad genética de los 

peces cebra con los mamíferos. Debido a esas limitaciones de anticuerpos, las 

hibridaciones in situ han sido una técnicas ampliamente usadas para estudiar la 

expresión de los genes, fundamentalmente las hibridaciones in situ utilizando 

fluorescencia, que permiten una localización anatómica exacta (Welten et al., 2006). 

El pequeño tamaño de estos animales hace posible, además, que, el 

mantenimiento de la colonia tenga un coste relativamente bajo en comparación con el 

mantenimiento de colonias de roedores por ejemplo. Además de cada hembra adulta, 

en condiciones óptimas, se puede obtener entre 100-300 huevos semanalmente, lo 

que permite tener un progenie grande incluso partiendo de una colonia pequeña.  

Otra ventaja es que el genoma del pez cebra está completamente secuenciado. 

Sin embargo, cuando el linaje de los peces divergió de los vertebrados terrestres, hace 

más de 300 millones de años, el genoma de los peces ancestrales sufrió una 

duplicación a gran escala. De forma que, aunque muchos de los genes duplicados han 

perdido su redundancia a lo largo de la evolución en los peces, el pez cebra posee dos 

copias de algunos genes de mamíferos (ca. 20%), haciendo un poco más complicado el 

estudio de estos genes (Postlethwait et al., 1998), aunque existen disponibles, como se 
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ha mencionado anteriormente, muchas técnicas de manipulación para investigar sus 

funciones. 

En conclusión, su pequeño tamaño, el reducido coste económico, los 

relativamente cortos tiempos de generación, el rápido desarrollo embrionario, la fácil 

manipulación genética y la similaridad con vertebrados superiores, hacen del pez cebra 

un excelente modelo experimental, cada vez más implantado y de mayor uso en 

experimentación. Indudablemente, cualquier hallazgo novedoso en esta especie 

animal debe confirmarse en otros animales vertebrados como los pequeños 

mamíferos de laboratorio. 

2.2 EL PEZ CEBRA COMO MODELO DE ENFERMEDADES HUMANAS 

 Un amplio rango de especies animales, desde gusanos hasta monos, se usan 

como modelo de enfermedades humanas. Todos ellos presentan ventajas e 

inconvenientes. Modelos animales clásicos como Drosophila melanogaster y 

Caenorhabditis elegans, pueden manipularse genéticamente de forma sencilla, tienen 

progenies grandes y los costes de mantenimiento son reducidos. Sin embargo, al 

tratarse de animales invertebrados son farmacológica y anatómicamente muy 

diferentes de los vertebrados. Por otro lado, modelos como los roedores o primates 

son muy similares a los humanos pero más difíciles y caros de mantener.  

En una posición intermedia se sitúan los peces cebra, que por un lado 

comparten características de los modelos invertebrados, como tiempos cortos de 

generación, fácil manipulación genética, progenies grandes y costes pequeños en su 

mantenimiento, y por otro lado al tratarse de animales vertebrados son similares en 

muchos aspectos a los mamíferos. Por estos motivos, el pez cebra se ha convertido en 

un modelo emergente para el estudio de enfermedades humanas. Hasta la fecha son 

muchos los estudios sobre enfermedades humanas en los que se ha utilizado el pez 

cebra como modelo experimental. Alteraciones neurológicas complejas, alteraciones 

genéticas, enfermedades cardiovasculares, son ejemplos de alteraciones para las que 

se usa de forma satisfactoria este modelo animal (Tabla 2). 
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ENFERMEDADES NEUROLÓGICAS O 

PSIQUIATRICAS 
ENFERMEDADES HEMATOLÓGICAS 

Enfermedad de Parkinson (Anichtchik et al., 

2008; Bretaud et al., 2004; Flinn et al., 2009; Lam 

et al., 2005; McKinley et al., 2005; Sallinen et al., 

2009; Sallinen et al., 2010) 

Anemia sideroblástica congénita (Ninkovic 

et al., 2006) 

Enfermedad de Alzheimer (Tomasiewicz et 

al., 2002) 

Anemia congénita severa (Shafizadeh et al., 

2002b) 

Enfermedad de Huntington (Lumsden et al., 

2007) 
ENFERMEDADES MUSCULARES 

Ansiedad (Levin et al., 2007) Distrofia muscular de Duchenne (Guyon et 

al., 2003) 

Epilepsia (Berghmans et al., 2007) Atrofia muscular espinal (Winkler et al., 

2005) 

Esquizofrenia (Burgess and Granato 2007) ALTERACIONES NEFROLÓGICAS 

Alteraciones del sueño (Prober et al., 2006) Fallo renal agudo (Hentschel et al., 2005) 

ENFERMEDADES  CARIDOVASCULARES Síndrome nefrótico (Hinkes et al., 2006) 

Fibrilación cardíaca (Langenbacher et al., 

2005) 
NEOPLASIAS 

Cardiomiopatía (Schonberger et al., 2005) Leucemia linfoblástica aguda (Langenau et 

al., 2005) 

Trombosis (Jagadeeswaran et al., 2006) Cáncer de hígado (Lam and Gong 2006) 

ENFERMEDADES ENDOCRINAS 
Carcinoma neuroendocrino (Yang et al., 

2004) 

Osteoporosis inducida por 

glucocorticoides (Barrett et al., 2006) 
SÍNDROMES GENÉTICOS 

Obesidad (Song and Cone 2007) Síndrome Bardet-Bield (Tobin et al., 2008) 

ENFERMEDADES DEL DESARROLLO Síndrome de Barth (Khuchua et al., 2006) 

Displasia estructural (Boyadjiev et al., 2006) Síndrome de Joubert (Sayer et al., 2006) 

Síndrome X frágil (Tucker et al., 2006) Síndrome Hermansky-Pudlak (Bahadori et 

al., 2006) 

Síndrome fetal del alcohol (Bilotta et al., 

2004) 

Síndrome Matthew-Wood (Isken et al., 

2008) 

Tabla 2. Ejemplos de estudios con el pez cebra como modelo de enfermedades humanas. 



María Elena Díaz Casado 
 

  
34 

 
  

2.3 TOXINAS USADAS PARA INDUCIR MODELOS ANIMALES DE 

PARKINSONISMO 

 Existen varios modelos animales de enfermedad de Parkinson, a los que se les 

induce un estado parkinsoniano mediante la administración de diferentes sustancias 

tóxicas. Las toxinas más comúnmente utilizadas para producir experimentalmente 

parkinsonismo son la 6-hidroxidopamina (6-OHDA), rotenona, y 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrapiridina (MPTP). 

Una de las más usadas, la 6-OHDA, es una neurotoxina catecolaminérgica que 

fue introducida hace más de 45 años (Ungerstedt 1968), capaz de llegar hasta las 

neuronas catecolaminérgicas a través de transportadores de dopamina (DAT) o de 

noradrenalina (NAT), y que destruye las neuronas dopaminérgicas por efecto de los 

radicales libres, fundamentalmente por un aumento de H2O2 y del radical HO•, y por 

las quinonas (Cohen 1984). La 6-OHDA no atraviesa la barrera hematoencefálica, por lo 

que suele administrarse intracerebralmente para producir el daño en la sustancia 

negra. Puede ser inyectada de dos formas, o directamente en la sustancia negra, 

comenzando la neurodegeneración a las 24 horas, o inyectarse en el estriado para 

causar una degeneración retrógrada prolongada de la sustancia negra pars compacta 

en 1-3 semanas (Javoy et al., 1976; Sauer and Oertel 1994).  

Existen determinados productos químicos usados en agricultura, como el 

paraquat y la rotenona, que reproducen situaciones características de la enfermedad 

de Parkinson cuando son administrados sistemáticamente (Petrovitch et al., 2002). La 

rotenona, ampliamente usada como pesticida, accede fácilmente a todos los órganos 

incluido el cerebro donde ejerce un efecto inhibidor, altamente selectivo, sobre el 

complejo I de la cadena de transporte electrónico mitocondrial.  

 Pero sin duda alguna, el modelo animal de enfermedad de Parkinson por fallo 

mitocondrial más habitualmente usado, es el basado en la administración de MPTP, 

una toxina muy potente que causa parkinsonismo en muchas especies, incluidos los 

humanos. El principal efecto tóxico de este compuesto es la inhibición de la actividad 

del complejo I mitocondrial (ver más detalles sobre los mecanismos de acción del 

MPTP en la siguiente sección).  
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La neurotoxicidad del MPTP fue descubierta en humanos en los años 80, a raíz 

del hallazgo de que heroinómanos que consumían droga adulterada con MPTP, 

presentaban síntomas clínicos semejantes a los síntomas característicos de las 

primeras etapas del Parkinson (Langston and Ballard, Jr.1983). El MPTP produce 

síntomas parkinsonianos irreversibles en humanos y en monos, siendo indistinguibles a 

los del Parkinson. Además la respuesta a levodopa en humanos y monos expuestos a 

MPTP es idéntica a la que presentan pacientes con Parkinson idiopático. Su 

selectividad sobre las neuronas dopaminérgicas se debe a su captación en las 

terminales nerviosas del sistema dopaminérgico a través del transportador de 

dopamina, con su posterior acumulación en la mitocondria. Por estos motivos el MPTP 

es usado ampliamente para inducir un estado parkinsoniano en múltiples especies, 

entre las que se incluyen primates, ratones, gatos, peces y gusanos (Beal 2001). 

2.4 MECANISMOS DE ACCIÓN DEL MPTP 

 El MPTP es una sustancia lipofílica que atraviesa fácilmente la barrera 

hematoencefálica. El MPTP per se no es tóxico, necesita convertirse en su metabolito 

activo el MPP+ (ión 1-metil-4-fenilpiridina) mediante la MAO B (Heikkila et al., 1984).  

La MAO B existe en la células endoteliales de la barrera hematoencefálica, de forma 

que los niveles de MAO B están correlacionados con los niveles de muerte neuronal 

inducida por MPTP (Kalaria and Harik 1987a; Kalaria and Harik 1987b), ya que, debido 

a que el MPP+ no puede atravesar la barrera hematoencefálica, la conversión de MPTP 

a MPP+ a este nivel es una línea de defensa frente a la toxicidad por el MPTP. En ratas 

y en algunas cepas de ratón hay alta expresión de MAO B en la barrera 

hematoencefálica, por lo que el MPTP es metabolizado y el MPP+ no llega al cerebro, 

por lo que estas cepas no son sensibles al MPTP (Riachi and Harik 1988). 

 En el cerebro la MAO B se encuentra en células gliales, serotonérgicas e 

histaminérgicas, no en células dopaminérgicas (Westlund et al., 1985). La conversión 

de MPTP a MPP+ se realiza fundamentalmente en las células gliales, de forma que la 

inhibición de la actividad de la MAO B elimina la toxicidad del MPTP (Brooks et al., 

1989). En las células gliales, el MPP+ activa la iNOS, que en condiciones normales su 

expresión es mínima, pero en la sustancia negra de pacientes de Parkinson y en 
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ratones tratados con MPTP está inducida (Brooks et al., 1989). El NO producido por la 

iNOS puede pasar fácilmente a las neuronas vecinas.  

 El MPP+ producido en el astrocito no puede salir libremente de la célula glial 

debido a su naturaleza polar; aunque podría utilizar el transportador para 

monoaminas, el mecanismo exacto por el que sale al espacio extracelular no está claro 

(Inazu et al., 2003). El MPP+, una vez liberado al espacio extracelular, entra en las 

neuronas dopaminérgicas a través del transportador de dopamina (DAT) (Javitch and 

Snyder 1984). La captura del MPP+ por DAT junto con la conversión del MPTP a MPP+, 

son los pasos críticos que determinan la toxicidad del MPTP, de forma que si se inhiben 

se elimina la toxicidad de esta neurotoxina (Gainetdinov et al., 1997; Heikkila et al., 

1984; Heikkila et al., 1984); en este sentido, diversos estudios muestran que ratones 

knockout para DAT están protegidos de la toxicidad del MPTP.  

 Una vez que el MPP+ está dentro de la neurona dopaminérgica puede dirigirse 

a la mitocondria, donde inhibe el complejo I de la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial (Javitch and Snyder 1984; Nicklas et al., 1987), y por tanto aumento de 

ROS y descenso de la producción de ATP. Fundamentalmente, el aumento de anión 

superóxido puede reaccionar con NO formando peroxinitritos, altamente tóxicos y 

causantes de un mayor fracaso bioenergético y muerte neuronal (Figura 10). 
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2.4 EL PEZ CEBRA COMO MODELO DE ENFERMEDAD DE PARKINSON 

 En los últimos años el pez cebra está cobrando especial importancia en estudios 

de la fisiopatología de los procesos neurodegenerativos y para la evaluación de nuevos 

fármacos neuroprotectores, convirtiéndose el pez cebra en un modelo atractivo para 

el estudio de enfermedades neurológicas (Panula et al., 2006). Ello se debe a que estos 

peces presentan fenotipos neuropatológicos y conductuales cuantificables y similares a 

los observados en humanos (Lieschke and Currie 2007).  

Figura 10. Mecanismos de acción del MPTP.  El MPTP atraviesa la barrera 

hematoencefálica y se transforma en MPP+ por las MAO B de las células gliales. El MPP+ 

entra en las neuronas dopaminérgicas a través de DAT y una vez en la neurona actúa sobre 

la mitocondria produciendo inhibición del complejo I, que conduce a una disminución en la 

producción de ATP y un aumento en la producción de ROS. Todas estas alteraciones 

conducen a la muerte celular (Smeyne and Jackson-Lewis 2005). 



María Elena Díaz Casado 
 

  
38 

 
  

 La primera característica que hace a este modelo experimental muy útil en el 

estudio de la enfermedad de Parkinson, es la presencia de algunos de los genes cuyas 

mutaciones están relacionados con el Parkinson idiopático, entre ellos PINK1, Parkina y 

DJ-1. Estos genes están presentes en el pez cebra, se expresan, y sus productos tienen 

las mismas funciones que en humanos (Abeliovich and Flint 2006). Otros de los genes 

cuya mutación está implicada en el Parkinson idiopático es la α-sinucleína, proteína 

que en mamíferos está codificada por el gen PARK1, y que sin embargo no está 

presente en el pez cebra (Flinn et al., 2009; Sallinen et al., 2009). En su lugar, el pez 

cebra contiene tres genes sncb, sncga y sncgb, que codifican para las isoformas β-, γ1- 

y γ2-sinucleína respectivamente (Milanese et al., 2012; Sun and Gitler 2008). La γ1- y 

β-sinucleína son requeridas para los movimientos espontáneos y las funciones 

dopaminérgicas, teniendo funciones similares a las humanas (Milanese et al., 2012; 

Toni and Cioni 2015). 

 Otra característica importante para el uso de los peces cebra en el estudio del 

Parkinson, es que los embriones de pez cebra son sensibles a neurotoxinas como el 

MPTP, que como se ha explicado previamente de forma detallada induce un estado 

parkinsoniano, siendo éste en los peces cebra muy similar al que se desarrolla en 

mamíferos, presentando alteraciones moleculares y motoras similares a las de estos. 

La incubación de embriones de pez cebra con MPTP en el medio de cultivo reduce 

significativamente su motilidad, la expresión de tirosina hidroxilasa (TH) y del 

transportador de dopamina (DAT) en el diencéfalo ventral (McKinley et al., 2005).  La 

inhibición del DAT demostró una menor sensibilidad de las larvas de pez cebra al 

MPTP, lo que indica la dependencia del DAT también en los peces para introducir 

MPP+ en las neuronas dopaminérgicas. Por otro lado, la co-incubación con MPTP y 

deprenilo, un inhibidor de la MAO-B, previene la neurotoxicidad del MPTP, al estar 

inhibida la metabolización de MPTP a MPP+ (Sallinen et al., 2009). Todo ello sugiere un 

comportamiento similar del pez cebra y el cerebro del mamífero (McKinley et al., 

2005). Otros estudios demuestran que el MPTP y su metabolito activo, MPP+, actúan 

específicamente sobre las neuronas dopaminérgicas en las larvas de pez cebra (Flinn et 

al., 2009), que desarrollan una sintomatología parkinsoniana caracterizada por la 



Introducción 

  
39 

 
  

disfunción mitocondrial típica de la enfermedad de Parkinson, con aumento de 

radicales libres y disminución de la actividad del complejo I (Sallinen et al., 2009). 

 Finalmente, una característica esencial y que respalda el uso del pez cebra 

como modelo de enfermedad de Parkinson, es que el desarrollo del sistema 

catecolaminérgico en el pez cebra es similar al de otros vertebrados, convirtiéndolo,  

por tanto, a este pequeño pez en un buen modelo de estudio de enfermedades que 

afecten al sistema noradrenérgico y dopaminérgico, como es el caso del Parkinson. 

Todas las poblaciones de células catecolaminérgicas presentes en el pez cebra adulto 

pueden detectarse a las 72 hpf (Sallinen et al., 2009). El desarrollo del sistema 

catecolaminérgico en el pez cebra es muy similar, espacial y temporalmente, al 

desarrollo en otros peces teleósteos (Manso et al., 1993). Las primeras células 

dopaminérgicas se detectan en el diencéfalo y en el núcleo coeruleus, seguido por 

células en el área supraquiasmática y rombencéfalo. Por lo que se considera que las 

neuronas tiroxina hidroxilasa positivas localizadas en el diencéfalo ventral y tubérculo 

posterior de los peces cebra son el equivalente a las neuronas dopaminérgicas del 

mesencéfalo en mamíferos (Wen et al., 2008). 

3. MELATONINA 

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina (aMT) es una indolamina descrita 

inicialmente por McCord y Allen (McCord C.P. and Allen F.B. 1917), fueron los primeros 

en sugerir la relación entre la función de la pineal y pigmentación. La melatonina como 

tal, se aisló por primera vez  a partir de extractos de glándula pineal de vaca por Lerner 

en 1958 (Lerner AB et al., 1958). En 1959 se identificó la estructura química de esta 

indolamina, y se propuso el nombre de melatonina por derivar de la serotonina y por 

referencia a la melanina (Lerner AB et al., 1959) (Figura 11).  
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Desde un punto de vista químico, la melatonina es un cristal orgánico, de color 

blanco, con un peso molecular de 232,38 g/mol, cuyo punto de fusión se encuentra 

entre 116 y 118ºC, poco soluble en agua y fácilmente soluble en etanol (Szmuskowvicz 

AW and Heinzelman RV 1960). 

La melatonina es una molécula muy conservada a lo largo de la evolución ya 

que se encuentra desde organismos muy primitivos como cianobacterias, algas 

unicelulares y parásitos, hasta organismos actuales (Hardeland and Poeggeler 2003; 

Hardeland 2008; Macias et al., 1999; Paredes et al., 2009). Esta indolamina se 

distribuye ubicuamente a través de todo el organismo, ya que su naturaleza anfipática 

le permite atravesar las barreras celulares, aunque con ciertas limitaciones (Venegas et 

al., 2012). En base a estas características, se cree que la aparición de la melatonina 

podría deberse a una adaptación de los  organismos para contrarrestar la toxicidad del 

oxígeno, dada su demostrada habilidad para neutralizar el efecto dañino que ejerce 

este gas sobre las diferentes estructuras celulares mediante la producción de radicales 

libres.  

En origen la melatonina se consideró exclusivamente como un elemento 

regulador en la fisiología circadiana y reproducción, estudios posteriores permitieron 

relacionarla con aspectos de la fisiología intracelular independientes de su acción 

hormonal. Se demostró que la melatonina es un potente depurador de radicales libres 

(Tan et al., 1999), y actualmente se sabe que las principales dianas celulares de la 

melatonina, donde previene este daño oxidativo-nitrosativo, son la mitocondria y el 

núcleo (Acuña-Castroviejo D. et al., 2011; Acuña-Castroviejo et al., 2003; Menendez-

Figura 11. Estructura química de la melatonina. 
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Pelaez et al., 1993; Venegas et al., 2012). En este sentido se han identificado y 

caracterizado receptores nucleares para la melatonina en órganos periféricos (Acuna-

Castroviejo et al., 1994) y células del sistema nervioso central (Becker-Andre et al., 

1994; Carlberg and Wiesenberg 1995). Diversos trabajos han demostrado el 

importante papel de la melatonina en el mantenimiento de la homeostasis 

mitocondrial (Acuña-Castroviejo D. et al., 2011; Acuña-Castroviejo et al., 2001; Acuña-

Castroviejo et al., 2003; Leon et al., 2004; Leon et al., 2005; Martin et al., 2000a). 

3.1  SÍNTESIS  Y METABOLISMO DE LA MELATONINA. 

La producción de melatonina muestra variaciones a lo largo del día, variaciones 

que están vinculadas al ritmo circadiano generado por un “reloj” o marcapasos interno 

situado en el hipotálamo, el núcleo supraquiasmático (NQS). Este núcleo está 

sincronizado con el ciclo luz-oscuridad las 24 horas del día (Moore RY 2016). Es un ciclo 

que influye de forma decisiva en los seres vivos ya que determinan sus actividades 

vitales y comportamiento. A medida que la melatonina se sintetiza, se liberada a la 

circulación, por lo que sus niveles plasmáticos son un buen indicador de su producción, 

del orden de picomolar/nanomolar (Reiter 1991). 

En un principio, se pensaba que la melatonina se originaba únicamente en la 

glándula pineal, desde donde se liberaba rápidamente al torrente sanguíneo, 

accediendo a todos los tejidos, compartimentos celulares y fluidos corporales. No 

obstante, más tarde se ha demostrado que además de la producción pineal, la 

melatonina es sintetizada en prácticamente todos los órganos y tejidos del organismo, 

entre los que se incluyen retina, riñón, piel, hígado, timo, tiroides, páncreas, cerebelo, 

epitelio intestinal, epitelio respiratorio, ovarios, placenta, endometrio, hígado, 

cerebro, corazón, así como en células no endocrinas tales como eosinófilos, plaquetas, 

células endoteliales y células natural killer (Acuña-Castroviejo et al., 2014; Kvetnoy et 

al., 2002). También se ha demostrado la expresión de los genes que codifican los 

enzimas clave de la síntesis de la melatonina (AANAT y ASMT) en prácticamente todos 

los tejidos del organismo (Stefulj et al., 2001), lo que sugiere que cada tejido puede 

producir la melatonina que necesita en cada momento, sin depender de la melatonina 

circulante.  
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Cabe destacar que la producción de melatonina extrapineal es mucho mayor 

que la pineal, variando en función del tejido y alcanzando valores de rango micromolar 

(Acuña-Castroviejo et al., 2014; Venegas et al., 2012). Además, no exhibe el ritmo 

característico de la melatonina pineal, la cual presenta un ritmo circadiano que alcanza 

sus niveles máximos durante la noche, sobre las 2-4 de la madrugada. Por otro lado, 

una característica a destacar es que la melatonina extrapineal permanece en el interior 

de la célula y no sale a la circulación, a pesar de encontrarse en concentraciones muy 

elevadas, lo que sugiere que su acción biológica deber ser diferente a la de origen 

pineal (Acuña-Castroviejo et al., 2014; Venegas et al., 2012). 

 

 

 

A nivel de la glándula pineal, la biosíntesis de la melatonina comienza a partir 

del triptófano, aminoácido esencial captado del torrente circulatorio por los 

pinealocitos a través de un mecanismo de transporte activo bajo control adrenérgico. 

Este triptófano es hidroxilado en posición 5 por el enzima L-triptófano hidroxilasa 

(TPH) generándose 5-hidroxitriptófano, el cual sufre una descarboxilación mediada por 

Figura 12. Síntesis de la melatonina a partir del triptófano en la glándula pineal. TPH: L-

triptófano  hidroxilasa; AANAT: arialquilamina N-acetiltransferasa; ASMT: N-

acetilserotonina O-metiltransferasa. 
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la 5-hidroxitriptófano descarboxilasa transformándose en serotonina (5-

hidroxitriptamina). Las concentraciones de serotonina en la glándula pineal son mucho 

mayores que en el resto del cerebro, y son especialmente elevadas durante el día, 

pero durante la noche caen marcadamente como consecuencia de su conversión a 

melatonina (Figura 12).  

Una vez sintetizada, la serotonina sufre una acetilación por acción de la 

arialquilamina N-acetiltransferasa (AANAT), originándose en consecuencia la N-

acetilserotonina (NAS), que finalmente será metilada por la N-acetilserotonina O-

metiltransferasa (ASMT) produciendo la molécula de melatonina o N-acetil-5-

metoxitriptamina (Figura 12). Si bien inicialmente se identificó a la AANAT como el 

enzima limitante de todo este proceso, al exhibir el mismo ritmo circadiano que la 

melatonina e inhibirse igualmente su actividad con la luz, estudios recientes 

demuestras que la síntesis de melatonina no se ve afectada tanto por una notable 

disminución o incremento mantenido en la actividad de la AANAT, lo que pone de 

manifiesto que el enzima limitante de la biosíntesis de esta hormona podría ser la 

ASMT (Liu and Borjigin 2005). Una vez producida en la glándula pineal, la melatonina 

pasa rápidamente al torrente sanguíneo, distribuyéndose por todo el organismo. 

Debido a esa característica, los niveles de esta hormona en sangre son considerados la 

principal señal de su síntesis pineal (Reiter1991). 

Respecto a la melatonina no pineal, cabe mencionar que se sintetiza a través de 

la misma vía metabólica que la en la glándula pineal, y en la cantidad necesaria para el 

tejido en cuestión, sin difundir al exterior celular. 

La degradación de la melatonina en el cerebro tiene lugar en el plexo coroideo 

y pineal. En este caso, la melatonina se transforma primero en N1-acetil-N2-formil-5-

metoxikinurenamina (AFMK) y después en N-acetil-5-metoxikinurenamina (AMK) 

(Hirata et al., 1974; Josefa León et al., 2000), siendo esta una de las vías más 

importantes de metabolización de la melatonina en cerebro de mamíferos. La 

melatonina puede transformarse de forma no enzimática en AFMK y AMK, cuando 

depura en primer lugar un OH. y en segundo lugar un radical O2.- (Fujiwara et al., 

1978). Es interesante el hecho de que los metabolitos cerebrales de la melatonina, el 
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AFMK y su metabolito deformilado, el AMK (Hardeland and Pandi-Perumal 2005) 

manifiestan importantes propiedades antioxidantes, mayores que la melatonina (Mayo 

et al., 2005; Tan et al., 2001). El AMK es más potente para inhibir in vitro la actividad 

de la NOS estriatal que la melatonina (Hirata et al., 1974; Josefa León et al., 2006). 

3.2 MECANISMOS DE ACCIÓN DE LA MELATONINA. 

La naturaleza altamente lipofílica de la melatonina, gracias a la cual es capaz de 

atravesar membranas celulares, así como la presencia de diferentes dianas celulares 

para esta indolamina, sugiere que sus acciones fisiológicas van a estar mediadas por 

una amplia variedad de mecanismos de acción que pueden o no estar mediados por su 

unión a receptores (Reiter et al., 2007).  

 

 

 

 

 

Figura 13. Mecanismos de acción de la melatonina. La melatonina puede actuar a través 

de la interacción con receptores de membrana  (MT1 y MT2) y nucleares (ROR), mostrando 

en algunos casos un efecto cooperativo. Además, la melatonina ejerce funciones no 

mediadas por receptor, interaccionando con algunas proteínas citosólicas, como el 

complejo calcio-calmodulina, depurando directa o indirectamente ROS/RNS e interviniendo 

en la regulación de la homeostasis mitocondrial. Mel 1a o MT1 y Mel 1b o MT2. AC 

adenilato ciclasa; ROR del inglés Retinoid-related Orphan Receptor. 
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Los mecanismos de la melatonina mediados por receptor engloban su unión 

tanto a receptores de membrana como a receptores nucleares. Entre los acciones de la 

melatonina que no están mediadas por receptor se encuentran su interacción con 

proteínas citosólicas, su acción antioxidante directa e indirecta y su interacción con la 

mitocondria (Acuña-Castroviejo et al., 2007) (Figura 13). 

3.2.1 Unión a receptores. 

A nivel de la membrana han sido identificados y caracterizados dos receptores 

de melatonina acoplados a proteínas G, denominados como MT1 (Mel 1a) y MT2 (Mel 

1b) (Figura 13). Ambos receptores se expresan por separado o conjuntamente en 

varios tejidos del cuerpo, estando la distribución de MT2 más limitada al cerebro. El 

reconocimiento de la melatonina por cada uno de estos receptores causa distintos 

efectos, mientras que MT1 está asociado a proteínas G que median la inactivación de 

la adenilato ciclasa y activación de la fosfolipasa Cβ, MT2 adicionalmente inhibe la vía 

de la guanilato ciclasa soluble (Von GC et al., 2002).  

 Recientemente, esta familia de receptores de membrana ha sido ampliada con 

el descubrimiento del receptor MT3 en hámster pero no en humanos (Nosjean et al., 

2001), caracterizándose posteriormente como una quinona reductasa 2, con un papel 

clave en la protección contra el estrés oxidativo al evitar las reacciones de 

transferencia de electrones entre las quinonas (Nosjean et al., 2000); a pesar del poco 

conocimiento que se tiene hoy en día de su funcionamiento, ha sido identificado en 

una gran variedad de órganos incluidos hígado, riñón, cerebro, corazón, pulmón, 

intestino, músculo, tejido adiposo pardo y ojo, aunque en este último caso sólo se 

disponen de evidencias farmacológicas (Pintor et al., 2003).   

 Finalmente, se debe tener en cuenta que los mecanismos que regulan la 

expresión los receptores de membrana son muy complejos, por lo que no es 

sorprendente que las respuestas mediadas por la melatonina sean dependientes de la 

fase del ritmo circadiano, duración de la exposición, presencia de melatonina 

endógena y sensibilidad funcional del receptor (Venegas et al., 2013). Asimismo, es 

importante conocer donde se localizan estos receptores y qué funciones ejerce la 
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melatonina a través de ellos, ya que nos permitirá la posibilidad de establecer terapias 

contra diversas patologías en las que se encuentran implicados 

En lo que se refiere a los receptores nucleares, el primer indicio de una posible 

interacción de la melatonina con el material nuclear se obtuvo al encontrarse una 

elevada concentración de dicha hormona asociada a la cromatina (Withyachumnarnkul 

et al., 1986). Posteriormente Menénde-Peláez y colaboradores demostraron la 

presencia de melatonina en el núcleo (Menendez-Pelaez et al., 1993) y, mediante el 

uso de 125I-iodomelatonina, Acuña-Castroviejo y colaboradores demostraron su unión 

específica a la fracción proteica del núcleo de hígado de rata (Acuña-Castroviejo et al., 

1993; Acuña-Castroviejo et al., 1994), sugiriendo la existencia de receptores nucleares 

para la melatonina. En 1994 Becker-Andre y colaboradores (Becker-Andre et al., 1994) 

demostraron una acción genómica de la melatonina a través de los receptores 

nucleares RORα, una subfamilia de receptores nucleares o factores de transcripción 

dependientes de ligando, que proporcionan a los organismos la capacidad para 

controlar la expresión génica en respuesta a un amplio rango de factores ambientales, 

fisiológicos y de desarrollo. 

3.2.2 Unión a proteínas citoplasmáticas. 

La naturaleza lipofílica de la melatonina y la existencia de mecanismos activos 

de captura de la molécula, permiten que determinadas acciones de la misma pudieran 

llevarse a cabo sin la intermediación de sus receptores (Finocchiaro and Glikin 1998). 

Asimismo, la melatonina puede interactuar con proteínas citosólicas como: la 

calmodulina, modulando la actividad del enzima fosfodiesterasa y, por tanto, las 

señales intracelulares del calcio (Benitez-King and Anton-Tay 1993); la calreticulina 

(Macias et al., 2003); la tubulina (Cardinali and Freire 1975); y la proteína quinasa C 

(Benitez-King et al., 1996). Todas estas proteínas participan en el metabolismo del 

calcio así como en la modulación de la estructura del citoesqueleto (Benitez-King and 

Anton-Tay1993; Benitez-King 2006). 
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3.2.3 Actividad antioxidante. 

 La importancia de la melatonina como antioxidante se debe a muchas de sus 

características, como su capacidad para atravesar barreras con relativa facilidad, su 

disponibilidad en todos los tejidos y células, y su distribución en todos los 

compartimentos celulares (Acuña-Castroviejo et al., 2007). Esta indolamina, así como 

algunos de sus metabolitos como AMK y AFMK, generados por la interacción de la 

melatonina con ROS y RNS, son capaces de depurar directamente ROS/RNS (Acuña-

Castroviejo et al., 2001; Leon et al., 2004; Reiter et al., 2003a).  

La melatonina puede reaccionar con HO., al ser una molécula rica en electrones, 

puede ceder electrones al grupo hidroxilo (OH·) (Tan et al., 2000), originándose un 

radical indolil, éste a su vez, puede volver a depurar otro OH·, transformándose en 3-

hidroximelatonina cíclica, o bien depurar un radical superóxido (O2 
·-) y originar el 

metabolito activo AFMK (Hardeland et al., 1993; Poeggeler et al., 1994). Tanto la 3-

hidroximelatonina cíclica como el AFMK muestran una alta capacidad antioxidante, 

aumentando el valor de la melatonina como potente depurador de radicales libres 

(Acuña-Castroviejo et al., 2001; Reiter et al., 2003b). 

 Asimismo, la melatonina es capaz de reaccionar con otros radicales de oxígeno, 

como el oxígeno singlete (Cagnoli et al., 1995), peróxido de hidrógeno (H2O2) (Tan et 

al., 2000) y el O2 
·-, si bien este último hecho aún está por confirmar, especialmente in 

vivo, ya que la reacción por la cual la melatonina ejercería esta acción no es conocida 

(Acuña-Castroviejo et al., 2007; Leon et al., 2004; Reiter et al., 2003b).  

Por otro lado, la melatonina también puede depurar radicales de nitrógeno 

como los peroxinitritos (ONOO-) (Zhang et al., 1999) o radicales peróxido (LOO·), 

interfiriendo así en la propagación de la peroxidación lipídica. No obstante, este hecho 

podría deberse más a la acción depuradora que ejerce sobre todas aquellas especies 

reactivas que puedan provocar peroxidación lipídica más que a la depuración en sí de 

LOO·. Previniendo la  peroxidación lipídica, la melatonina mantiene la función y la 

permeabilidad de la membrana (Escames et al., 1997). Bajo una condición de estrés 

oxidativo, la reacción inflamatoria sigue al daño oxidativo induciendo la expresión de 

iNOS y la producción de NO. La melatonina también inhibe la expresión de la iNOS, 
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disminuyendo por tanto la producción de óxido nítrico (NO) que reacciona con O2
- para 

formar ONOO-, siendo esta otra vía importante para disminuir RNS e inflamación 

(Acuña-Castroviejo et al., 2007; Crespo et al., 1999).  

 La capacidad para depurar radicales libres que tiene la melatonina depende 

exclusivamente de la estructura química de la hormona, es una acción directa, pero la 

melatonina también posee la habilidad para estimular la actividad y expresión de otros 

sistemas antioxidantes, estableciendo así una forma de acción indirecta para reducir el 

estrés oxidativo (Antolin et al., 2002; Mayo et al., 2002), se trata de un efecto 

genómico que si podría estar mediado por su receptor nuclear (Acuña-Castroviejo et 

al., 1994). En primer lugar, la melatonina estimula el ciclo del glutatión, aumentando la 

actividad de la GPx y GRd (Escames et al., 2006b; Martin et al., 2000a; Ortiz et al., 

2014), manteniendo así el balance GSSG/GSH tanto en condiciones normales como 

bajo estrés oxidativo (Acuña-Castroviejo et al., 2001; Leon et al., 2004; Leon et al., 

2005). Además, la melatonina aumenta la producción de GSH, estimulando la γ-

glutamilcisteína sintasa, enzima limitante en la ruta de la biosíntesis de este 

compuesto (Urata et al., 1999), y la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(G6PD), la cual genera el NADPH requerido por la GRd (Pierrefiche and Laborit 1995). 

En el mismo sentido, se ha descrito el efecto de la melatonina sobre otras enzimas 

antioxidantes como la superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (Acuña-Castroviejo et al., 

2007; Leon et al., 2004; Reiter et al., 2003b). 

 En definitiva, ya sea por acción directa y/o indirecta, la melatonina es un 

potente antioxidante con importantes propiedades para regular el estado redox 

celular, especialmente a nivel de la mitocondria al ser ésta la principal fuente de 

ROS/RNS, y proteger, en consecuencia, macromoléculas como el DNA, lípidos y 

proteínas del daño oxidativo. Asimismo, y dadas las características del grupo N-acetil 

presente en la melatonina, ésta va a aumentar la eficacia de otros antioxidantes 

naturales, mostrando una acción sinérgica con las vitaminas C y E (Reiter et al., 2003a). 

3.2.4 Acción sobre la mitocondria. 

 La melatonina, gracias a su carácter lipofílico e hidrofílico, puede atravesar las 

membranas celulares y subcelulares con relativa facilidad, concentrándose en los 
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distintos compartimentos, incluida la mitocondria donde alcanza unas altas 

concentraciones (Venegas et al., 2012), por lo que parece razonable pensar que la 

acumulación de melatonina a este nivel se debe a la mera protección frente a los 

radicales libres, teniendo en cuenta que la mitocondria es la principal fuente de ROS. 

Sin embargo, la influencia de la melatonina en la mitocondria no se limita a su poder 

antioxidante dentro de ella, ya que recientes estudios han demostrado que la 

melatonina juega un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis 

mitocondrial (Acuña-Castroviejo D. et al., 2011; Garcia et al., 2011; Martin et al., 

2000a), demostrando que preserva la estabilidad, integridad y función de las 

membranas mitocondriales; interactúa directamente con la cadena de transporte 

electrónico, incrementando la actividad de los complejos respiratorios I y IV, tanto en 

mitocondrias sanas (Lopez et al., 2009) como especialmente en mitocondrias 

previamente dañadas (Doerrier et al., 2015; Escames et al., 2003; Escames et al., 

2006b; Martin et al., 2000a; Ortiz et al., 2014).  

En diversos experimentos, tanto in vivo como in vitro, se ha demostrado que la 

melatonina estimula la transcripción del ADNmt, aumentando la expresión del ARNm 

correspondiente a las subunidades I, II y III del complejo IV de la ETC que están 

codificadas por el ADNmt (Escames et al., 2006a). También se ha demostrado que la 

melatonina inhibe la i-mtNOS, reduciendo la producción de NO y por tanto el estrés 

oxidativo/nitrosativo (Escames et al., 2006b; Lopez et al., 2006a). 
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Basado en estos resultados, es razonable pesar que el efecto de la melatonina 

en la regulación de la actividad de los complejos de la ETC no sólo se basa en el papel 

antioxidante de la indolamina. En efecto, el alto potencial redox de la melatonina (0.94 

V) sugiere que ésta puede interaccionar con los complejos de la ETC donando y 

aceptando electrones y de esta manera aumentar el flujo electrónico, un efecto que no 

poseen otros antioxidantes (Martin et al., 2002). 

Como consecuencia, mejora la función mitocondrial y aumenta la síntesis de 

ATP (Lopez et al., 2006b), modulando el potencial de membrana mitocondrial e 

inhibiendo la apertura del poro de transición mitocondrial (Andrabi et al., 2004; 

Figura 14. Efectos de la melatonina en la mitocondria. La melatonina ejerce una serie de 

acciones en la mitocondria que reflejan su papel protector. La melatonina puede 

contrarrestar la excitotoxicidad reduciendo la expresión de iNOS; incrementa la actividad 

de la cadena de transporte electrónico y la producción de ATP, lo que conduce a la 

regulación del potencial de membrana mitocondrial y la reducción de la producción de ROS 

y RNS; inhibe la actividad de i-mtNOS disminuyendo la producción de RNS. Estas acciones, 

en conjunto, recuperan el pool de GSH y el cierre del poro de transición mitocondrial 

previniendo la apoptosis. (Acuña-Castroviejo et al., 2007). 
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Sourdeval et al., 2006). En algunas circunstancias, la melatonina puede disminuir el 

consumo de oxígeno por la mitocondria, reduciendo el potencial de membrana y la 

producción de ROS (Lopez et al., 2009; Reyes-Toso et al., 2003) (Figura 14). Estas 

acciones, junto con sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, hacen que la 

melatonina muestre una gran importancia desde el punto de vista terapéutico en 

todas aquellas patologías dónde la función mitocondrial se ve alterada. 

3.3 MELATONINA Y NEURODEGENERACIÓN 

 La producción endógena de melatonina, tanto pineal como extrapineal,  

disminuye con la edad, este descenso comienza a partir de los 35-40 años y se va 

haciendo cada vez más significativo, de forma que a los 55 años ya producimos un 40% 

menos de melatonina. Estos hechos han conducido a la teoría de que el descenso de 

melatonina con la edad,  puede tener una relación funcional específica con la aparición 

de procesos degenerativos, debido en parte a sus funciones tanto de sincronizador del 

ritmo circadiano como a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, en 

particular en procesos degenerativos que afectan a la función cerebral (Reiter et al., 

1994). El cerebro es un órgano especialmente sensible al daño oxidativo debido al 

mayor consumo de oxígeno que realiza con respecto a otros órganos, al relativamente 

escaso desarrollo de defensas antioxidantes y el hecho de que contiene una gran 

cantidad de ácidos grasos fácilmente oxidables. El daño oxidativo en el cerebro ha sido 

considerado como un evento fisiopatológico común a diferentes enfermedades 

neurodegenerativas, donde un incremento de ROS y RNS participan del daño neuronal 

y la muerte celular con la que cursan estas patologías. Como consecuencia de la 

muerte neuronal se activa la microglía iniciando una reacción inflamatoria crónica, que 

junto con el estrés oxidativo, participan de la disfunción mitocondrial característica de 

las enfermedades neurodegenerativas, entre ellas la enfermedad de Parkinson (Acuña-

Castroviejo et al., 2007). 

 En base a la fisiopatología del Parkinson y a las propiedades y acciones de la 

melatonina, parece obvio que la administración farmacológica de la esta indolamina 

podría tener efectos beneficiosos en esta enfermedad neurodegenerativa, de hecho la 

melatonina ha sido testada como potencial agente neuroprotector en varios modelos 
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experimentales, siendo numerosas los estudios que ponen de manifiesto los beneficios 

de la melatonina en modelos animales de enfermedad de Parkinson (Saravanan et al., 

2007; Sharma et al., 2006).  

En primer lugar, la melatonina protege frente a la excitotoxicidad mediada por 

la autoxidación de la dopamina, teniendo mayor eficacia frente a estos efectos 

prooxidantes de la dopamina que otros antioxidantes como la vitamina E y C (Acuña-

Castroviejo et al., 1997; Khaldy et al., 2000).  

Otros estudios han demostrado que la administración de melatonina 

contrarresta la reducción de fibras tiroxina hidroxilasa positivas, normaliza la expresión 

de iNOS, previene la inhibición de la actividad del complejo I y el estrés oxidativo en 

mitocondrias de la sustancia negra y estriado en ratones tratados con MPTP(Acuña-

Castroviejo et al., 1997; Escames et al., 2006b; Khaldy et al., 2000; Ortiz et al., 2001). 

Como consecuencia de todos estos efectos derivados de la administración de 

melatonina, esta indolamina fue capaz de normalizar la actividad locomotora de los 

ratones (Acuña-Castroviejo et al., 1997; Escames et al., 2006b; Khaldy et al., 2000). 

Otros estudios más recientes, demuestran que ratones modelo de Parkinson 

pretratados con melatonina mantienen la función mitocondrial, la producción de ATP y 

los niveles de enzimas antioxidantes en niveles normales (Patki and Lau 2011).  

Estos efectos protectores de la melatonina parecen estar relacionados con la 

capacidad antioxidante y antiinflamatoria de esta indolamina, previniendo así la 

inhibición de la respiración mitocondrial característica de la enfermedad de Parkinson. 

Además la melatonina puede interaccionar con los complejos respiratorios, como se ha 

mencionado anteriormente intercambiando electrones con ellos, y unirse con alta 

afinidad al complejo I, pudiendo estar estas acciones de la melatonina involucradas 

también en la protección que esta indolamina ejerce sobre los complejos 

mitocondriales en el Parkinson (Hardeland 2005; Paradies et al., 2015; Srinivasan et al., 

2011a; Srinivasan et al., 2011b). 

Todos estos efectos a nivel mitocondrial conducen a una reducción de la 

muerte neuronal dopaminérgica. Estudios in vitro, llevados a cabo en cultivos de 

células dopaminérgicas, mostraron las primeras evidencias de que la melatonina 
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protegía frente a la muerte neuronal (Iacovitti et al., 1997). Posteriormente, estudios 

realizados en ratas tratadas con MPP+, demuestran que la melatonina protege a las 

neuronas dopaminérgicas, contrarrestando el incremento de los productos de la 

peroxidación lipídica en la sustancia negra y manteniendo la actividad de la TH (Jin et 

al., 1998). Resultados semejantes son los observados por Antolin y colaboradores en el 

2002, que registraron una reducción en la pérdida de inmunoreactividad para la 

tiroxina hidroxilasa en la sustancia negra pars compacta de ratones tratados con MPTP 

(Antolin et al., 2002). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. Hipótesis y objetivos 
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 La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa con 

mayor incidencia en la población tras la de Alzheimer. Su etiología es actualmente 

desconocida, aunque se cree que podría deberse a un proceso multifactorial, en el que 

intervienen tanto factores genéticos como factores ambientales. La sintomatología de 

esta enfermedad es causada por la disminución de la producción de dopamina, debida 

a  la muerte de neuronas dopaminérgicas de la pars compacta de la sustancia negra. La 

muerte de estas neuronas se asocia con la disfunción mitocondrial, que provocaría 

fallo bioenergético y conduciría a la muerte neuronal por apoptosis. La disfunción 

mitocondrial, considerada actualmente como un proceso inherente a la 

neurodegeneración en la enfermedad de Parkinson, tanto en el Parkinson familiar 

como en el idiopático, se debe fundamentalmente a dos procesos fisiopatológicos, el 

estrés oxidativo/nitrosativo y la inhibición del complejo I. Además, actualmente están 

tomando especial interés determinados genes cuyas mutaciones están asociadas a las 

formas familiares de la enfermedad de Parkinson, como son PINK1, Parkina, DJ-1 y α-

sinucleína, y cuyos productos intervienen en el control de la homeostasis y la función 

mitocondrial. En este sentido, nuestra hipótesis es que la disfunción mitocondrial 

responsable de la muerte neuronal y condicionada por el estrés oxidativo/nitrosativo y 

por la inhibición de la actividad del complejo I, pueda afectar o estar afectada por la 

expresión de los genes, PINK1, Parkina, DJ-1 y α-sinucleína, que codifican estas 

proteínas con funciones mitocondriales, conduciendo a la incapacidad funcional de la 

red PINK1/parkina/DJ-1 para mantener la calidad y función mitocondrial. 

Por otro lado, mediante estudios previos en diversos modelos experimentales, 

se ha comprobado que la melatonina previene la disfunción mitocondrial en patologías 

donde la mitocondria también juega un papel fundamental en su fisiopatología. El 

efecto de la melatonina es múltiple, debido a sus acciones antioxidantes y 

antiinflamatorias, que llevan a una inhibición de la expresión de la iNOS/i-mtNOS, 

reduciendo el estrés oxidativo/nitrosativo mitocondrial y normalizando la actividad del 

complejo I y la producción de ATP. Los metabolitos de la melatonina también ejercen 

efectos a este nivel, incluso más potentes que la propia melatonina. En este sentido, 

nuestra hipótesis sostiene que si no podemos actuar sobre el origen de la enfermedad 

para curarla, porque desconocemos su causa, podríamos actuar frente al daño 
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mitocondrial para evitar la disfunción mitocondrial, previniendo la muerte neuronal 

dopaminérgica y como consecuencia mejorando el estado clínico del paciente. La 

melatonina, debido a su capacidad para actuar directamente sobre la mitocondria y 

debido a su papel como antioxidante y antiinflamatorio, pensamos que podría suponer 

un excelente tratamiento neuroprotector de aplicación en esta enfermedad 

neurodegenerativa. 

El desarrollo de fármacos neuroprotectores para la enfermedad de Parkinson 

está frenado por el limitado conocimiento que se tiene sobre la etiología de esta 

enfermedad, si el tratamiento con melatonina puede reducir de forma considerable el 

daño mitocondrial y por tanto la muerte neuronal, proporcionaría una herramienta 

farmacológica muy interesante, ya que no existe ningún fármaco neuroprotector para 

el tratamiento de esta enfermedad, y  por lo tanto, susceptible de ser usada en clínica. 

Para comprobar estas hipótesis nos planteamos los siguientes  

Objetivos: 

1. Evaluar los déficits moleculares y funcionales inducidos por el MPTP en el 

embrión de pez cebra. Esta evaluación pondrá especial énfasis en la función 

mitocondrial, determinando la actividad del complejo I y la respiración 

mitocondrial in vivo, y sobre el estado oxidativo y nitrosativo. Además, se 

realizará un estudio de  la expresión de genes relacionados con la síntesis de 

dopamina y la homeostasis mitocondrial, así como del contenido de las 

proteínas codificadas por dichos genes, especialmente PINK1, parkina, DJ-1, γ1-

sinucleína y MUL1.  

 

2. Evaluar las alteraciones fenotípicas inducidas por la administración de MPTP en 

el embrión de pez cebra, valorando la motilidad, la mortalidad y la aparición de 

malformaciones en los embriones de pez cebra. 

 

3. Valorar si la administración de melatonina a los embriones tratados con MPTP 

tiene un efecto neuroprotector, tanto para prevenir como para curar el estado 

parkinsoniano. Para ello se estudiará el efecto de esta indolamina sobre la 
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actividad del complejo I y la respiración mitocondrial in vivo; expresión de 

genes; estrés oxidativo/nitrosativo y actividad locomotora. 
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1. ANIMALES Y TRATAMIENTOS 

1.1 ANIMALES 

Los peces cebra (Danio rerio) adultos de la cepa AB se obtuvieron de ZFBiolabs S.L 

(Madrid, España), utilizándose como reproductores para obtener los embriones 

necesarios para llevar a cabo los objetivos planteados en el presente estudio. Los 

peces se mantuvieron a una temperatura de 28.5 ± 1º C y bajo un fotoperiodo de 

14:10 (luz/oscuridad, siendo la hora de encendido las 08:00) en un sistema de peceras 

con el agua en recirculación (Aquaneering Incorporated, Barcelona, España), dentro 

del animalario de la Universidad de Granada. La alimentación, mantenimiento y cruces 

de los mismos, se llevaron a cabo de acuerdo con la guía de uso del pez cebra 

(Westerfield 2007). Los embriones obtenidos por los cruces entre parejas de adultos, 

se recogieron y mantuvieron en medio E3 (5mM NaCl, 0.17mM KCl, 0.33mM CaCl2, 

0.33mM MgSO4) en estufa a una temperatura media de 28.5 ± 1ºC y con un 

fotoperiodo de 14:10 (luz/oscuridad). La sedación de los animales, cuando fue 

necesaria, se realizó con tricaina 15 mM (Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate 

salt) y el sacrificio se realizo por exceso de sedación con el mismo anestésico y 

posterior decapitación. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a los 

protocolos aprobados por la Institución de Cuidado Animal de la Universidad de 

Granada (CEEA 2009-254 y 2010-275) y de acuerdo con la European Convention for the 

Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes 

(CETS #123) y las leyes españolas (R.D.53/2013). 

1.2 TRATAMIENTO CON MPTP Y MELATONINA 

Los embriones obtenidos fueron descorionizados manualmente a las 24 hpf (horas 

post fecundación) y repartidos al azar en placas de 24 pocillos, a razón de 6 embriones 

por pocillo, en un volumen final de 1 ml de medio E3. En estas placas se llevaron a 

cabo los tratamientos con MPTP (Sigma-Aldrich, Madrid, España) y/o con melatonina 

(Fagrón Ibérica, Barcelona, España) que se administraron siempre a partir de las 24 

hpf. El MPTP fue preparado en fresco en medio E3 a una concentración inicial de 50 

mM, y usado a diferentes concentraciones finales: 300, 600 y 800 µM; así como a 
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diferentes periodos de tiempo: 24 y 48 horas de tratamiento, para establecer la 

dosis/tiempo óptimos para desarrollar en los embriones un estado parkinsoninano, 

como se muestra en la figura 1. Para los experimentos de neuroprotección, la 

melatonina fue disuelta en 1% dimethyl sulfoxide (DMSO) y usada a unas 

concentraciones finales de 0.2 y 1 µM en el medio E3. La melatonina y el MPTP se 

añadieron a los pocillos que contenían los embriones, el tratamiento se mantuvo 

desde las 24 hpf hasta las 72 hpf. Para los experimentos de recuperación, un grupo de 

embriones se estudió hasta las 120 hpf. En estos experimentos el MPTP se mantuvo, al 

igual que en los anteriores experimentos, desde las 24 hpf hasta las 72 hpf; la 

melatonina se añadió en un grupo de embriones desde las 24 hpf hasta las 120 hpf, 

denominándose éste como tratamiento preventivo, y en otro grupo la melatonina se 

añadió desde las 72 hasta las 120 hpf, denominándose a éste como tratamiento 

curativo, ya que en éste último grupo la melatonina se añade una vez que el estado 

parkinsoniano ya está instaurado. En todos los experimentos, la mitad del medio E3 de 

cada pocillo se reemplazó diariamente por nuevo medio precalentado y se añadió la 

cantidad necesaria de tratamiento para mantener las concentraciones adecuadas de 

melatonina y/o MPTP. Tras completar los protocolos experimentales, 72 hpf y 120 hpf, 

los embriones se anestesiaron con tricaina y se sacrificaron. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema representativo del diseño experimental utilizado. 
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2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

2.1 EXTRACCIÓN DE RNA 

El ARN celular se obtuvo a partir de un poolled de 35 embriones  de pez cebra de 

72 y 120 hpf. Para la extracción del ARN se utilizó el kit de RNeasy Lipid Tissue Mini 

(Quiagen, Hilden, Germany). Los embriones se homogenizaron, con un homogenizador 

manual a motor, en 1 ml de QIAzol Lysis y se siguió el protocolo recomendado por la 

casa comercial para la extracción del ARN. Finalmente el ARN fue eludido en 60 μl de 

agua libre de nucleasas, en dos pasos de 30 μl cada uno. Una vez obtenido el ARN se 

cuantificó por densitometría óptica a 260/280 nm en NanoDrop (NanoDrop ND 1000 

V3.5.2, NanoDrop Technologies, USA) y se verificó su integridad mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Por último, el ARN se alicuotó y se guardó a -

80ºC para su retrotranscripción. 

2.2 REACCIÓN DE TRANSCRIPCIÓN INVERSA 

Para la obtención de cADN se usó el kit de transcripción inversa “High Capacity 

cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems, Foster City, California, United 

States) siguiendo las indicaciones de la casa comercial. La reacción de transcripción 

inversa se constituyó en base a 10 µl de máster mix a los que se le añadió un volumen 

variable de ARN (2,5 μg) y agua libre de nucleasas de manera que el volumen final de 

reacción fue de 20 µl. El cADN obtenido se alicuotó y se guardó a -20ºC hasta su 

posterior uso. 

2.3 RT-PCR CUANTITATIVA 

La amplificación se llevó a cabo mediante PCR a tiempo real en el equipo 

Stratagene Mx3005P APCR System (Agilent Technologies, Madrid, España), usando una 

curva estándar y mediante sondas Taqman específicas (Applied Biosystems) para el 

gen park2 (Dr03135273_m1); park7 (Dr03083195_m1); pink1 (Dr03423116_m1); th 

(Dr03437804_m1); nos2a (Dr03124752_m1); sncga (Dr03181390_s1); mul1a 

(Dr03135397_g1); sod2 (Dr03100019_m1); gpx1a (Dr03071768_m1); gsr 

(Dr03109438_m1), y el gen actb1 (Dr03432610_m1) como control endógeno de carga. 

Las condiciones de la RT-PCR fueron las especificadas por el fabricante. Finalmente, los 
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niveles de expresión se normalizaron con respecto a los valores de expresión de la β-

actina para cada muestra y se refirieron frente a los valores de las muestras de 

embriones control (calibrador). 

3. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS Y ANÁLISIS POR WESTERN 

BLOT DE LOS EMBRIONES. 

Los análisis por western blot se realizaron en homogenados de 50 embriones 

de 72 hpf. Las muestras se homogenizaron en solución de homogenización A (50 mM 

Tris – HCl, 0.15 M NaCl, 1% Triton X-100, 1mM dithiothreitol, pH 7.6 con un cocktel 

inhibidor de proteasas (Thermo Scientific, Madrid, Spain)) usando un homogenizador 

de mano con motor. El homogenado se sonicó en hielo durante 10 segundos al 35% y 

se centrifugó a 1000 g durante 5 minutos a 4ºC. El sobrenadante resultante se preparó 

para el análisis por western blot. Para ello, 40 µg de proteína de cada muestra se 

mezclaron con tampón de carga (62,5 mM Tirs – HCl, 2% SDS, 0,05% β-

mercaptoetanol, 0,025% azul de bromofenol, 0,2% glicerol) y se incubó la mezcla a 

99ºC durante 5 minutos y posteriormente a 4ºC durante el mismo período de tiempo. 

Las muestras una vez preparadas fueron utilizadas para llevar a cabo la electroforesis, 

la cual se realizó en geles con diferentes concentraciones de acrilamida/bis-acrilamida 

(10-17%) en función del peso molecular de la proteína a analizar, usando el equipo de 

electroforesis específico mini PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Madrid, España). 

Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas 

de PVD-0,45 µm mediante el sistema mini Trans-Blot SD Transer Cell (Bio-Rad) y se 

hibridaron con anticuerpos específicos para las proteínas de interés. La incubación con 

el anticuerpo primario se realizó a 4ºC toda la noche y el anticuerpo secundario 1 hora 

a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios utilizados así como las diluciones  

en las que se usaron cada uno fueron las siguientes: anti-PINK1 dillución 1:200 

(10006283, Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, United States), anti-PARK7/DJ1 

dilución 1:500 (ab11251, Abcam, Cambridge, United Kingdom), anti-Parkin dilución 

1:1000 (ab15954, Abcam), anti-E3 ubiquitin-protein ligase MUL1 dilución 1:1000 

(ab99096, Abcam), anti-Tyrosine Hydroxylase dilución 1:1000 (MAB318, Millipore, 

Madrid, Spain), anti-γ-Synuclein dilución 1:500 (ab55424, Abcam), anti-Mouse iNOS 
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dilución 1:2000 (610432, BD Biosciences Pharmigen) y anti-RPL13A dilución 1:2000 

(ab96074, Abcam) como control de carga. 

La interacción proteína-anticuerpo se detectó por quimioluminiscencia usando 

el reactivo ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent (Ge Healthacare Life 

Sciences, Buckingham-shire, UK) según las instrucciones del fabricante. La imagen se 

digitalizó con el equipo de imagen Kodak Image Station 2000R (Eastman Kodak 

Company, Rochester, New York, USA) y se cuantificaron las bandas mediante el uso del 

software 1D Image Analysis (versión 3.6). la intensidad de las bandas obtenidas en la 

detección de las proteínas de interés se normalizó con respecto a RPL13A y los datos 

se expresaron en relación al grupo control. 

4. INMUNOHISTOQUÍMICA 

 Para los ensayos de inmunohistoquímica todos los embriones se trataron desde 

las 24 hpf hasta el momento del sacrificio con feniltiourea al 0.003% (PTU) para evitar 

la pigmentación. Tras la finalización de los correspondientes tratamientos, según el 

grupo experimental, los embriones se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% durante 

3 horas a temperatura ambiente en agitación, posteriormente se lavaron en tampón 

fosfato salino (PBS) con 0.3% de Tritón X-100 (PBS-T) tres veces durante 15 minutos a 

temperatura ambiente en agitación. A continuación los embriones se bloquearon en 

suero de oveja al 10% en PBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación. 

El siguiente paso fue la incubación con el anticuerpo primario, para lo que se usaron 

los anticuerpo anti-Tyrosine Hydroxylase a una dilución 1:200 (MAB318, Millipore, 

Madrid, Spain) y anti-mouse iNOS a una dilución 1:200 (610432, BD Biosciences 

Pharmigen) y se incubaron en suero al 1% en PBS-T toda la noche a 4ºC en agitación. Al 

siguiente día, los embriones se lavaron en PBS-T 3 x 15 minutos a temperatura 

ambiente en agitación. Para la detección de la proteína, los embriones se incubaron 

con el anticuerpo secundario goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488-conjugated 

secondary antibody (A11029, Life technology, Carlsbad, California, Estados Unidos) en 

PBS-T con suero de oveja al 1% durante dos horas a temperatura ambiente en 

agitación, y después fueron lavadas en PBS-T 3 x 15 minutos a temperatura ambiente 

en agitación. Los embriones marcados se observaron en el microscopio confocal 
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enteros, para ello fueron montados en agarosa de bajo punto de fusión al 1.5% sobre 

cubreobjetos (Macdonald 1999; Sallinen et al., 2009). 

5. RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL 

El oxígeno consumido por la célula puede ser utilizado a nivel mitocondrial, lo 

que conocemos como respiración mitocondrial o puede ser consumido sin la  

participación de la mitocondria, conocido como respiración no-mitocondrial. El 

consumo de oxígeno no mitocondrial puede tener varios orígenes, como los 

peroxisomas o la actividad oxidasa de la NADPH de la membrana plasmática. En lo 

relativo a la respiración mitocondrial, parte del oxígeno que consume la mitocondria es 

usado para la producción de ATP, a través de la ATP-sintasa y parte es usado para 

mantener el gradiente de protones entre la membrana mitocondrial interna y la matriz 

mitocondrial (Proton Leak), como se muestra en la figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El consumo de oxígeno se midió con el equipo XF24 Extracellular Flux Analyzer 

(Seahorse Bioscience, Copenage, Dinamarca), mediante un sistema no invasivo que 

Figura 2. Esquema representativo del diseño experimental usado en los experimentos de 

respiración. Se muestran los parámetros fundamentales de la función mitocondrial: 

respiración basal, producción de ATP, proton leak, respiración máxima y respiración no 

mitocondrial (http://www.seahorsebio.com/).  
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nos permitió determinar la bioenergética mitocondrial en embriones in vivo. Para 

llevar a cabo estas determinaciones se usaron microplacas XF24 “islet capture” y se 

dispuso un embrión por pocillo, excepto en los pocillos destinados a las correcciones 

internas del Seahorse. Sobre cada embrión se colocó una red, para mantenerlo 

posicionado en el fondo del pocillo impidiendo así la libre natación del mismo por el 

pocillo y  protegiéndolo de los posibles daños ocasionados por los electrodos durante 

el transcurso del experimento (Stackley et al., 2011). A cada uno de los pocillos se les 

añadió 700 μl de medio E3 al inicio del experimento. Para medir los diferentes 

aspectos relacionados con la bioenergética mitocondrial se planeó el siguiente 

experimento: en primer lugar se determinó el consumo basal de oxígeno, durante siete 

medidas se determinó el consumo de oxígeno sin la adicción de ningún compuesto; en 

segundo lugar se midió el escape de protones (proton leak), es decir, el consumo de 

oxígeno mitocondrial independiente de la fosforilación oxidativa, para lo que se 

inyecto en el pocillo oligomicina, que inhibe al complejo V mitocondrial (ATP-sintasa). 

A partir de esta medida de proton leak se estimó la producción de ATP, como el 

porcentaje de la respiración mitocondrial basal que no es destinado al mantenimiento 

de dicho proton leak. En tercer lugar se determinó la máxima capacidad respiratoria o 

capacidad del sistema de transferencia de electrones (electron transfer system 

capacity, ETS), para lo que se añadió carbonyl cyanide p-

trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP), un desacoplante de la fosforilación 

oxidativa. Por último, se determinó el consumo de oxígeno no dependiente de la 

mitocondria, para lo que se inyectó en el pocillo antimicina A y rotenona, inhibidores 

del complejo III y complejo I respectivamente. Este conjunto de inhibidores se 

dispusieron en la microplaca de la siguiente manera: 

-Puerto A: 50 μl de 150 μM oligomicina para una concentración final en el 

pocillo de 10 µM. 

-Puerto B: 100 μl de 21.25 μM FCCP para una concentración final en el pocillo 

de 2.5 µM.  

-Puerto C: 100 μl de 4.75 μM FCCP para una concentración final en el pocillo de 

3 µM.  
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-Puerto D: 50 μl de 200 μM antimicina A y 200 μM rotenona para una 

concentración final en el pocillo de 10 µM.  

Las medidas realizadas se expresan como tasa de oxígeno consumido (OCR, in 

pmol O2/min/embrión). 

6. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEL COMPLEJO I 

MITOCONDRIAL 

El método utilizado ara la determinación de la actividad del complejo I se basa 

en el desarrollado por Birch-Machin (Birch-Machin et al., 1994), con ligeras 

modificaciones para el uso de homogenado en lugar de mitocondrias aisladas. Así, 

embriones de 72 hpf (70 embriones por muestra) se homogenizaron en 200 µl de 

medio CPT frío (0.05 M Tris-HCl, 0.15 M KCl, pH 7.5) con un homogenizador de mano a 

motor. El homogenado resultante se sonicó mediante el sonicador de ultrasonidos 

Sonoplus HD-2070 (Bandelin electrónica GmbH & Co. KG, Berlín, Alemania) a 3 ciclos, 

35%, durante 10 segundos, y se centrifugó a 2500 rpm durante 20 minutos a 4ºC. Los 

sobrenadantes obtenidos se alicuotaron y congelaron a -80ºC. La medida de la 

actividad de los complejos respiratorios se llevó a cabo en un espectrofotómetro de 

cubeta (UV-1700 Shimadzu spectrophotometer). 

El complejo I (NADH deshidrogenasa o NADH: ubiquinona oxidoreductasa, EC 

1.6.5.3) cataliza la captación de dos electrones del NADH y los transfiere a un 

trasportador liposoluble denominado ubiquinona (Q), reduciéndolo a ubiquinol (QH2), 

el cual difunde libremente por la membrana. Al mismo tiempo el complejo I transloca 

cuatro protones al espacio intermembrana, produciendo un gradiente de protones: 

NADH + H+ + Q  NAD+ + QH2 + 4H+ 

La actividad del complejo I fue espectofotométricamente medida siguiendo la 

tasa de oxidación del NADH durante 3 minutos a 340 nm. Para ello, 35 µl de muestra 

se incubaron durante 3 minutos a 30 ºC, en un medio que contenía 250 µl de fosfato 

potásico 50 mM, pH 7,4, 50 µl de KCN 20 mM, 50 µl de BSA 25 mg/ml, 5 µl de 

antimicina A 0,2 mg/ml, 5 µl de decil-ubiquinona 5 mM y 50 µl de MgCl2 50 mM. Tras la 

incubación, la reacción se inició al añadir 50 µl de NADH 1,3 mM. En todas las 
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determinaciones se restó la  oxidación del NADH no dependiente del complejo I 

mediante su inhibición con 10 µl de rotenona 100 µg/ml. La actividad del complejo I se 

expresó en nmol oxidados de NADH/min/mg de proteína en base a la siguiente 

ecuación: 

 

7. ANÁLISIS DEL ESTADO REDOX 

Se determinaron las actividades de la glutation peroxidasa (GPx), glutation 

reductasa (GRd), superoxido dismutasa (SOD) y los niveles de glutation (GSH) y 

glutation disulfuro (GSSG), para hacer una valoración del estado redox de los 

embriones. La determinación de la actividad de la GPx se realizó usando el kit de 

ensayo Glutathione Peroxsidase Activity Colorimetric (BioVision Incorporated, Milpitas, 

California, Estados Unidos). Las medidas se realizaron en homogenados de 100 

embriones de 72 hpf, conforme a las indicaciones del fabricante, siguiendo la oxidación 

del NADPH durante 5 minutos a 340 nm en el espectofluorímetro Power Wavex (Bio-

Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, Estados Unidos).  

La GRd también se determinó por espectofotometría en homogenados de 

embriones de 72 hpf siguiendo la generación de ácido 5-thio-2-nitrobenzoico (TNB) 

durante 10 minutos a 405 nm, de acuerdo a las indicaciones del kit de ensayo 

Glutathione Reductase Activity Colorimetric Assay Kit (BioVision Incorporated, 

Milpitas, California, Estados Unidos).  

Para la actividad de la SOD se utilizó el kit Superoxide Dismutase Activity Assay 

Kit (BioVision Incorporated, Milpitas, California, Estados Unidos). Esta actividad 

también se midió en homogenado de embriones de 72 hpf, en este caso siguiendo la 

reacción de generación del compuesto water-soluble formazan dye (WST-1), y para la 

curva estándar se usó SOD de eritrocitos bovinos (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados 

Unidos). La actividad de estas enzimas se expresó como nmol·min-1·mg prot-1.  
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El GSH y el GSSG se midieron mediante el método colorimétrico de Hissin and 

Hilf (Hissin and Hilf 1976) con ligeras modificaciones, en homogenado de embriones de 

72 hpf. El homogenado se desproteinizó con ácido tricloroacético (TCA) al 10% y 

centrifugó a 20.000 g durante 15 minutos a 4ºC. Para la determinación del GSH se 

usaron 10 μl del sobrenadante que se incubaron con 10 μl de solución o-

phthalaldehído etanólico (1mg/ml) y 180 μl de tampón fosfato (100 mM fosfato 

sódico, 5 mM EDTA-Na2, pH 8.0) durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Transcurrido este tiempo se midió la fluorescencia de las muestras a 340 nm de 

excitación y 420 nm de emisión en el lector de placas FLX800 (Bio-Teck Instruments 

Inc., Winooski, VT, Estados Unidos). Para la medida del GSSG, se partió de 30 μl de 

sobrenadante que se preincubó con 12 μl de una solución de N-etilmaleimida (5 mg/ml 

en agua destilada) durante 40 minutos a temperatura ambiente, para después ser 

alcalinizado con NaOH 0.15 N. De esta dilución se tomaron alícuotas de 45 μl que se 

incubaron con 10 μl de la solución o-phthalaldehido (1 mg/ml) y con 145 μl de NaOH 

0.1 M durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se  midió 

la florescencia. Las concentraciones de GSSG y GSH se calcularon de acuerdo a la curva 

estándar y se expresaron como nmol/mg prot. 

8. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA 

La actividad locomotora fue testada en embriones con 120 hpf puesto que a 

edades más tempranas los movimientos de los embriones se deben a respuestas al 

tacto o son sacudidas de la cola. Para llevar a cabo estos experimentos, los embriones 

se mantuvieron en placas de 24 pocillos conteniendo 1 ml de medio E3 con o sin 

tratamiento. En estas mismas placas donde se administraron los tratamientos se 

llevaron a cabo los experimentos de comportamiento, siempre a la misma hora, las 

11:00 de la mañana y tras previamente dejarlos 1 hora de habituación en el lugar de la 

medida. Sólo los peces con un fenotipo normal fueron utilizados para llevar a cabo 

estos análisis. El comportamiento de los embriones se analizó utilizando un sistema de 

grabación consistente en una cámara CCD conectada a un ordenador, y las imágenes 

adquiridas fueron procesadas usando el equipo SMART 3.0 (Panlab Harvard Apparatus, 

Barcelona, España). Se cuantificó la distancia recorrida (cm) y la velocidad (cm/s) en 
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cada uno de los embriones. Los patrones de movimiento de los embriones se grabaron 

durante 5 minutos, con 6-13 réplicas por grupo. 

9. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE MELATONINA,  

AFMK Y AMK MEDIANTE ESPECTOMETRÍA DE MASAS DE ALTA 

RESOLUCIÓN. 

 La melatonina, la N1-acetil-5-metoxikinuramina (AMK) y la N1-acetil-N2-formil-

5-metoxikinuramina (AFMK) se extrajeron a partir de homogenados de 40 embriones 

de 72 hpf. La extracción de las muestras se realizó con cloroformo en agitación durante 

10 minutos. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 3800 g durante 10 

minutos y se retiró la fase acuosa por aspiración. A continuación se procedió a otro 

paso de agitación de 10 minutos junto con NaOH 0.1N, tras lo cual de nuevo las 

muestras se centrifugaron 10 minutos a 3.800 g y la fase acuosa aspirada. Finalmente 

la fase orgánica se evaporó en un sistema Speed Back a una presión de 5.1 Pa durante 

45 minutos (SPD 2010 Speed Vac System; Fisher Scientific, Madrid, España). Las 

muestras se analizaron usando un cromatógrafo de líquidos de ultra-alta presión 

(UPLC) WATERS modelo ACQUITY H CLASS acoplado a un espectrómetro de masas con 

analizador de triple cuadrupolo (triple-quad) WATERS modelo XEVO TQ-S. Se usó una 

columna de tipo ACQU TY UPLCr BEH C18 1.7 μm. La separación se realizó usando un 

programa en gradiente (Wang et al., 2012) con un flujo de 0.4 ml/min (solvente A: 

0.1% ácido fórmico en agua, solvente B: acetonitrilo 0.1% ácido fórmico). El voltaje de 

capilaridad fue de 2.5 kV; la tasa de flujo del cono de gas y gas de desolvatación fueron 

de 150 y 800 L/hr respectivamente; la source temperatura y temperatura de 

desolvatación fueron 150 y 350 ºC respectivamente. Los datos fueron adquiridos con el 

programa MassLynx 4.0 y calibrados y cuantificados con QuanLynx. 

10. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 

 La cantidad de proteína se determinó mediante el método de Bradford 

(Bradford 1976). Se preparó una recta patrón con BSA (albúmina de suero bovino) 

como estándar, a concentraciones crecientes comprendidas entre 0,05 - 0,6 mg/ml. 

Cada punto de la curva y cada muestra se midieron por duplicado en placas de 96 



María Elena Díaz Casado 

  
74 

 
  

pocillos, donde se añadieron 200 µl de reactivo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA) y 10 µl de cada una de las concentraciones de la curva patrón así como de cada 

una de las muestras. La mezcla se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente, 

en suave agitación y protegida de la luz para que se produzca la reacción. La medida de 

absorvancia se llevó a cabo en un espectofotómetro de placas (Bio Tek Power-Wavex 

Microplate Scanning Spectrophotometer) a una longitud de onda de 595 nm, 

expresándose los resultados como mg de proteína/ml. 

11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos obtenidos se expresaron como la media aritmética ± el error 

estándar. Todos los análisis estadísticos se realizaron usando el software científico 

GraphPad Prism 6  (GraphPad, Software, Inc. La Jolla, CA, USA). Para comparar la 

media entre diferentes grupos experimentales se utilizó una ANOVA de una vía con un 

test post hoc de Tukey, considrenado un valor de P menor de 0,05 como 

estadísticamente significativo.  
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Parte de los resultados mostrados en este apartado corresponden al trabajo: 

Díaz-Casado ME, Lima E, García JA, Doerrier C, Aranda P, Sayed RK, Guerra-Librero A, 

Escames G, López LC, Acuña-Castroviejo D. Melatonin rescues zebrafish embryos from 

the parkinsonian phenotype restoring the Parkin/PINK1/DJ-1/MUL1 network. J Pineal 

Res., 2016, doi: 10.1111/jpi.12332 
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1. LA MELATONINA PROTEGE A LA MITOCONDRIA DEL FALLO 

BIONERGÉTICO PRODUCIDO POR EL TRATAMIENTO CON MPTP. 

Debido a la amplia variedad de concentraciones de MPTP usadas para inducir 

parkinsonismo en embriones de pez cebra (Bretaud et al., 2004; Lam et al., 2005; 

McKinley et al., 2005; Sallinen et al., 2009; Sallinen et al., 2010), comenzamos el 

estudio realizando unos experimentos preliminares para establecer la dosis efectiva en 

nuestro modelo experimental. En primer lugar, medimos la actividad del complejo I 

(CI) mitocondrial en estado fisiológico, en embriones controles desde las 24 hpf hasta 

120 hpf. La actividad del CI comienza aumentar a partir de las 72 hpf, aumentado al 

doble a las 96 hpf y siendo cuatro veces mayor a las 120 hpf (P < 0.01, P < 0.001 

respectivamente, Figura 1A). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 1. Actividad del complejo I mitocondrial en embriones de pez cebra durante las 

primeras 120 horas tras la fecundación. Los datos se expresan como la media ± SEM (n = 5 

– 8 homogenados de 70 embriones). **P < 0.01 vs. 24 hpf, ***P < 0.001 vs. 24 hpf; #P < 

0.05 vs. 48 hpf, ###P < 0.001 vs. 48 hpf; †P < 0.05 vs. 72 hpf, †††P < 0.001 vs.72 hpf; ¥¥P < 0.01 

vs. 96 hpf. Prueba de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey. 
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Conocidos los valores basales de actividad del CI, el siguiente paso fue incubar 

los embriones de pez cebra, a partir de las 24 hpf, con diferentes dosis de MPTP, dosis 

que van desde 300 μM hasta 800 μM, y analizar la actividad del CI para determinar la 

dosis de MPTP necesaria para inhibir dicho complejo un 40-50% en los embriones, 

inhibición que caracteriza al estado parkinsoniano. Transcurridas 24 horas de 

tratamiento, cuando los embriones tienen 48 hpf, sólo el grupo tratado con 800 μM de 

MPTP sufre una reducción significativa en de la actividad del CI con respecto al control 

(P < 0.01, Figura 2B). Sin embargo, 24 horas más de tratamiento, es decir, a las 72 hpf, 

la dosis de 600 μM induce una inhibición del 56% en la actividad del C  comparado con 

el grupo control (P < 0.001, Figura 2B). Con el mismo tiempo de tratamiento, la dosis 

de 300 μM tuvo un efecto mucho menor sobre la actividad del CI, ocasionando un 35% 

de inhibición en la actividad de dicho complejo (P < 0.01). Por su parte, la dosis de 800 

μM ocasionó la muerte al 100% de los embriones a las 72 hpf (figura 3A).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Actividad del complejo I mitocondrial en embriones de pez cebra tratados con 

diferentes dosis de MPTP y de aMT, y analizados a las 48 y 72 hpf. (A) Actividad del 

complejo I mitocondrial en embriones de 48 hpf tratados con diferentes dosis de MPTP. La 

actividad del complejo   mitocondrial sólo se ve disminuida en el grupo tratado con 800 μM 

MPTP. (B) Actividad del complejo I mitocondrial en embriones de 72 hpf tratados con 

diferentes dosis de MPTP. Las dosis de 300 μM y 600 μM producen una reducción 

significativa de la actividad del complejo I. (C) Actividad del complejo I mitocondrial en 

embriones a las 72 hpf con 600 μM de MPTP y diferentes dosis de aMT. La reducción en la 

actividad del complejo I mitocondrial producida por el MPTP fue absolutamente prevenida 

por la melatonina a una dosis de 0.2 μM, y con la dosis de 1 µM fue incluso mejorada con 

respecto a la actividad del grupo control. Los datos son expresados como la media ± SEM (n 

= 5 – 8  homegenados de 70 embriones). **P < 0.01 vs. control, ***P < 0.001 vs. control; #P 

< 0.05 vs. MPTP 300 µM, †P < 0.05 vs. MPTP 600 µM, †††P < 0.001 vs. MPTP 600 µM; ‡‡‡P < 

0.001 vs. aMT 1 µM. Prueba de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey.  
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Las dosis de 300 μM y 600 μM produjeron un leve aumento de la mortalidad 

con respecto al grupo control (P < 0.05, Figura 3A).  

Por tanto, la dosis/tiempo de MPTP que provoca una inhibición de la actividad 

del complejo I semejante a la registrada en pacientes de PD (Schapira2008), es la de 

600 μM mantenido durante 48 horas. Una vez establecida la dosis/tiempo efectiva de 

MPTP, evaluamos el efecto de diferentes dosis de melatonina sobre la actividad del 

complejo I. A una dosis de 0.2 μM, la melatonina contrarrestó totalmente el efecto del 

MPTP sobre la actividad del complejo I (P < 0.001), y a una dosis de 1 μM la melatonina 

aumentó significativamente la actividad del complejo I, un aumento de más de tres 

veces sobre su valor basal (P < 0.001, Figura 2C), alcanzando una actividad similar a la 

medida en embriones con 5dpf (Figura 1) 

El efecto de la melatonina se hizo extensivo a la tasa de mortalidad, con ambas 

dosis de melatonina los embriones presentaron tasas de mortalidad semejantes a las 

del grupo control (Figura 3A). La validación del modelo experimental se completó con 

un análisis fenotípico de las malformaciones más recurrentes. Se cuantificaron 

malformaciones en la cola, malformaciones en el vitelo y la aparición de oedemas 

(edemas en la zona pericárdica) (Figura 3C). Los tres tipos de malformaciones 

aparecieron con más frecuencia en los embriones tratados con MPTP 600 μM que en 

los controles. El tratamiento con melatonina redujo el porcentaje de aparición de los 

tres tipos de malformaciones con respecto al grupo tratado con MPTP, mientras que la 

melatonina por sí sola no produjo ningún tipo de cambio en los aspectos morfológicos 

(Figura 3B).  

En base a estos resultados, establecimos el modelo parkinsoniano tratando a 

los embriones de pez cebra desde las 24 hpf hasta las 72 hpf con  600 μM de MPTP, en 

presencia o ausencia de 0.2 μM ó 1 μM de melatonina. 

Bajo estas condiciones, la significativa reducción registrada en la actividad del 

complejo I causada por el tratamiento con MPTP (P < 0.001, Figura 2B, C), podría 

reflejarse en un importante déficit de la bioenergética mitocondrial. Para abordar esta 

cuestión, medimos in vivo el consumo de O2 en embriones de 72 hpf tratados con 

MPTP en presencia y ausencia de melatonina. Registramos una profunda caída en la  
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad y malformaciones macroscópicas observadas en 

embriones de pez cebra sometidos a diferentes tratamientos. (A) Porcentaje de 

mortalidad en embriones de 72 hpf. Los embriones tratados con 300 µM y 600 µM de 

MPTP sufrieron un aumento de la mortalidad del 10%, mientras que el tratamiento con 800 

µM indujo el 100% de la mortalidad. La melatonina previno la mortalidad causada por 600 

µM de MPTP. (B) Porcentaje de malformaciones. El tratamiento con 600 µM de MPTP 

indujo la aparición de curvatura en la cola, oedema y alteraciones en el vitelo, estas 

malformaciones fueron reducidas por la administración de melatonina. (C) Imagen de 

embriones de 72 hpf mostrando cada una de las malformaciones analizadas. Datos son 

expresados como la media ± SEM (n = 500 embiones) *P < 0.05 vs. control, ***P < 0.001 vs. 

control; ###P < 0.001 vs. vehículo; †P < 0.05 vs. +aMT 1 µM, †††P < 0.001 vs. +aMT 1 µM; ‡‡‡P 

< 0.001 vs. MTPT 300 µM; ¥¥¥P < 0.001 vs. MTPT 600 µM; &&&P < 0.001 vs. MTPT 800 µM. 

Prueba de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey. 
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función respiratoria de los embriones tratados con MPTP, representada por una 

disminución significativa de la respiración basal y de la capacidad ETS (medida tras la 

adición de FCCP) en comparación con los embriones controles (P < 0.001, Figura 4A, B, 

F). El MPTP también aumentó de forma significativa el proton leak (medido tras la 

adicción de oligomicina) y por lo tanto, el cociente de acoplamiento L/E (leak/ 

capacidad ETS) (P < 0.001, Figura 4C, E). Los valores del cociente L/E están 

comprendidos entre 0.0 y 1.0, donde 0.0 significa que el transporte de electrones a 

través de la cadena de transporte electrónico mitocondrial está totalmente acoplado a 

la fosforilación oxidativa, y 1.0 marca unas mitocondrias totalmente desacopladas. 

Nuestros resultados mostraron que las mitocondrias en presencia de MPTP están 

significativamente más desacopladas que las del grupo control (P < 0.001, Figura 4D). 

En conjunto, estos resultados reflejan un significante daño en la membrana 

mitocondrial interna, y como cabe esperar, estos cambios conducen a una reducción 

significativa en la producción de ATP (P < 0.001, Figura 4F).  

La adicción de melatonina al medio en el que se encuentran los embriones, 

protegió a la mitocondria, de forma dosis dependiente, del fracaso bioenergético 

inducido por el MPTP. El daño producido por el MPTP sobre la respiración basal, fue 

parcialmente y de forma significativa recuperado por la administración de aMT a 

ambas dosis (P < 0.001 para la dosis de aMT 1 μM; P < 0.01 para la dosis de aMT 0.02 

μM). El mismo efecto tuvo esta indolamina sobre la capacidad ETS, recuperando de 

forma significativa el efecto deletéreo del MPTP (P < 0.01 para la dosis de aMT 1 µM; P 

< 0.05 para la dosis de 0.2 μM). Además la melatonina también restauró el proton leak 

y el cociente L/E (P < 0.001, Figura 4C y D), como consecuencia se recuperó de forma 

significativa la producción de ATP (P < 0.001, Figura 4E) y, por lo tanto, la integridad de 

la membrana mitocondrial interna.  
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Figura 4. La melatonina previene el fallo bioenergético ocasionado por el MPTP. (A) 

Respiración basal. (B) Capacidad máxima (Electron transfer system capacity, ETS). (C) 

Porcentaje de proton leak. (D) Ratio L/E (leak/ETS). (E) Estimación de la producción de ATP. 

La melatonina recupera la bioenergética mitocondrial y en ninguno de los casos tiene 

efecto cuando es añadida a los embriones de pez cebra en ausencia de MPTP. (F) 

Representación de la tasa de consumo de oxígeno (OCR) obtenida del análisis de 

respiración en embriones de pez cebra in vivo. Los datos son expresados como la media ± 

SEM. *P < 0.05 vs. control; ***P < 0.001 vs. control; ###P < 0.001 vs. C + aMT; †P < 0.05 vs. 

MPTP; ††P < 0.01 vs. MPTP; †††P < 0.001 vs. MPTP; ¥ P < 0.05 vs. +aMT 1 µM;  ¥¥¥ P < 0.001 vs. 

MPTP. Prueba de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey (n = 10-15 embryos). 
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En conjunto, todos estos resultados demuestran que la melatonina tiene un papel 

protector frente a la disfunción mitocondrial inducida por la inhibición del complejo I 

en presencia de MPTP, pero teniendo en cuenta que la melatonina se añadió al medio 

E3 en el que se encontraban los embriones, quedaba por saber qué cantidad de la 

melatonina administrada al medio penetraba en los embriones y por tanto era la 

responsable del potente efecto protector observado. Para ello, analizamos el 

contenido de melatonina y de sus principales metabolitos, AMFK y AMK, tanto en los 

embriones de pez cebra, como en el medio E3 en el que se encontraban dichos 

embriones. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Concentraciones de melatonina, AMK y AFMK en embriones de pez cebra y en el 

medio que los contiene. (A) Concentración de melatonina en embriones de 72 hpf. (B) 

Concentración de melatonina en embriones de 72 hpf normalizada por proteína. (C) 

Concentración de melatonina en el medio E3 que contiene a los embriones. (D) 

Concentración de AMK en embriones de 72 hpf. (E) Concentración de AMK en el medio E3. 

(F) Concentración de AFMK en embriones de 72 hpf. Los datos son expresados como la 

media ± SEM. *P < 0.05 vs. control; **P < 0.01 vs. Control; ***P < 0.001 vs. control; #P < 

0.05 vs. C + aMT; ###P < 0.001 vs. C + aMT; †P < 0.05 vs. MPTP; ††P < 0.01 vs. MPTP; †††P < 

0.001 vs. MPTP; ‡‡‡P < 0.001 vs. +aMT 1 µM. Prueba de ANOVA de una vía con un test post 

hoc de Tukey (n = 5). 
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La concentración de melatonina en el grupo control fue de 40 veces menor que 

en el grupo control con melatonina (P < 0.0001, Figura 5A y B). En los embriones 

tratados con MPTP, la concentración de melatonina no se diferenció significativamente 

de la encontrada en el grupo control, pero fue 60 veces menor que la concentración en 

el grupo tratado con 1 μM de aMT (P < 0.0001, Figura 5B) y 25 veces menor que en el 

grupo tratado con 0.2 μM de aMT (P < 0.001, Figura 5B). Los análisis en el medio E3 

donde se administró la melatonina, mostraron aproximadamente un 40% de la 

melatonina administrada entró en los embriones (Figura 5C). En cuanto a los 

metabolitos de la melatonina, AMK se detectó a concentraciones muy bajas, tanto en 

los embriones como en el medio E3, mostrando una disminución significativa en el 

grupo tratado con MPTP (P < 0.05 para AMK en los embriones, P < 0.0001 para AMK en 

el medio E3, Figura 5D y E), mientras que AFMK sólo se detectó en embriones tratados 

con 1 μM de aMT (Figura 5F). 

2. LA MELATONINA PROTEGE A LOS EMBRIONES DEL DAÑO 

OXIDATIVO INDUCIDO POR EL MPTP. 

 Típicamente, la inhibición de la actividad del complejo I conduce, como hemos 

mostrado previamente, a un aumento de la fuga de electrones y por tanto un aumento 

de la formación de ROS, lo cual daña a la mitocondria y reduce su capacidad para 

producir ATP (Acuña-Castroviejo et al., 2001; Balaban et al., 2005; Spillantini et al., 

1997; Yun et al., 2014). Por este motivo analizamos el estado oxidativo y la respuesta 

antioxidante en los embriones de pez cebra en estas condiciones. Observamos que el 

cociente GSSG/GSH, comúnmente utilizado como indicativo del estado redox 

intracelular (Martin et al., 2000a; Spillantini et al., 1997), aumentó significativamente 

en embriones incubados con MPTP (P < 0.001, Figura 6C). Este resultado apoya un 

cambio hacia un estado hiperoxidativo en el embrión, caracterizado por un aumento 

significativo en los niveles de GSSG con respecto al grupo control (P < 0.001, Figura 6B), 

que no fueron adecuadamente convertidos en GSH, el cual disminuye de forma 

significativa con respecto al grupo control (P < 0.001, Figura 6A).  

El ciclo redox del GSH depende de la actividad de dos enzimas, la GPx y la GRd, 

las cuales actúan en tándem. La actividad peroxidasa de la GPx implica la oxidación de 

F) 
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dos moléculas de GSH en una molécula de GSSG, la cual debería ser reducida por la 

GRd en una reacción dependiente de NADPH. Los embriones tratados con MPTP 

experimentaron una disminución significativa de la actividad de la GPx en relación al 

grupo control (P < 0.0001, Figura 6D) y una bajada más brusca en la actividad de la GRd 

con respecto al grupo control (P < 0.001, Figura 6E). Estos cambios en las actividades 

de estas dos enzimas, son los responsables de la acumulación de GSSG durante el 

tratamiento con MPTP (Figura 6B). 

La causa primaria en la disrupción del ciclo del glutation causado por el MPTP, 

probablemente derive del fallo en la primera línea de defensa antioxidante, la cual 

depende de la SOD. Por este motivo analizamos la actividad de la SOD y observamos 

una reducción significativa en la actividad de esta enzima en embriones incubados con 

MPTP en comparación con el grupo control (P < 0.001, Figura 6F), lo que condiciona un 

estado oxidativo capaz de dañar las enzimas de las siguiente línea de defensa, GPx y, 

más importante, GRd (Martin et al., 2000a; Spillantini et al., 1997).  

Los niveles ARN mensajero, tanto de sod como de la gpx también disminuyeron 

de forma significativa en relación al grupo control (P < 0.001, P < 0.01 

respectivamente, Figura 6G e I), reforzando la explicación de la reducida capacidad del 

embrión para hacer frente a la formación de ROS inducida por el MPTP. Sin embargo, 

los niveles de ARN mensajero de grd aumentaron de forma significativa en estas 

condiciones comparado con el grupo control (P < 0.001, Figura 6H), sugiriendo un 

mecanismo de regulación diferente, compatible con un mecanismo compensatorio al 

brusco descenso de la actividad de la enzima, muy sensible al daño por ROS (Martin et 

al., 2000a; Spillantini et al., 1997). 

La presencia de melatonina en el medio de incubación de los embriones, 

contrarresta, el estado pro-oxidativo causado por el MPTP, normalizando el ratio 

GSSG/GSH, a ambas dosis de aMT (P < 0.001, Figura 6C), recuperando así el equilibrio 

redox intracelular. Esto es debido a que la melatonina, de forma dosis dependiente, 

disminuye los niveles de GSSG con respecto al grupo tratado con MPTP (P < 0.001, 

Figura 6B) y aumenta los niveles de GSH de forma significativa con la dosis de 1 μM 

comparado con el grupo MPTP (P < 0.01, Figura 6A). Estos efectos de la melatonina  
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Figura 6. La melatonina previene el estado hiperoxidativo que sigue al daño mitocondrial 

inducido por el tratamiento con MPTP. Los embriones fueron tratados con MPTP y aMT y 

analizados a las 72 hpf. (A) Niveles de GSH mostrando una disminución de los niveles con el 

MPTP y una recuperación con el tratamiento de melatonina. (B) Niveles de GSSG 

aumentados por el tratamiento con MPTP y recuperados con la adicción de aMT. (C) 

Cambios en el ciclo del glutation con los tratamientos, mostrando que el MPTP aumenta 

significativamente el ratio GSSG/GSH. (D) Actividad de la glutation peroxidasa. (E) Actividad 

de la glutation reductasa. El MPTP reduce la actividad de GPx y GRd requeridas para 

mantener el ciclo del glutation. (F) Actividad de la superóxido dismutasa, la cual es 

dramáticamente reducida por el MPTP. (G) Niveles de ARNm de la enzima GPx. (H) Niveles 

de ARNm de la enzima GRd. (I) Niveles de ARNm de la enzima SOD. El MPTP reduce los 

niveles de ARNm de GPx y SOD, mientras que provoca un aumento del ARNm de la GRd. En 

todos los casos la melatonina administrada recupera los valores normales. Los datos son 

expresados como la media ± SEM. *P < 0.05 vs. control; **P < 0.01 vs. Control; ***P < 0.001 

vs. control; ##P < 0.01 vs. MPTP; ###P < 0.001 vs. MPTP; †††P < 0.001 vs.  +aMT 1 µM. Prueba 

de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey (n = 5). 
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pueden explicarse por su capacidad para modificar la expresión y actividad del sistema 

antioxidante. El tratamiento con melatonina a ambas dosis, mejoró de forma 

significativa la actividad de las enzimas GRd y SOD con respecto al grupo MPTP (P < 

0.001, Figura 6D – F), y sólo el tratamiento aMT 1 μM tuvo un efecto 

significativamente positivo sobre la actividad de la GPx en comparación con el grupo 

de MPTP (P < 0.001).  

Estos efectos derivan de los cambios que produce esta indolamina en los 

niveles de ARN mensajero de los genes que codifican para estas tres enzimas 

antioxidante (Figura 6G – I). Observamos un aumento significativo de los niveles de 

ARN mensajero para la GPx y SOD con respecto al grupo tratado con MPTP (P < 0.001, 

Figura 6G e I), y un aumento significativo de la expresión del gen para la GRd con 

respecto al grupo control (P < 0.001, Figura 6 H). Todos estos cambios producidos por 

la melatonina, se traducen en la normalización del ciclo del glutation, requerido para 

mantener el estado redox bajo control (Figura 6C). 

3. LA MELATONINA PROTEGE A LOS EMBRIONES DE LA 

INFLAMACIÓN Y DE LA NEURODEGENERACIÓN DOPAMINÉRGICA 

INDUCIDA POR EL MPTP. 

 Una de las principales consecuencias del daño mitocondrial y del consecuente 

daño oxidativo en la enfermedad de Parkinson, es la reacción inflamatoria de la 

respuesta de la inmunidad innata que participa en la muerte de las neuronas 

dopaminérgicas (Barcia et al., 2003; Blesa et al., 2015; Perry2012). Por esta razón, 

analizamos los niveles de ARN mensajero y contenido proteico de la iNOS, enzima 

proinflamatoria que prácticamente no se expresa de forma constitutiva, pero que sin 

embargo es fuertemente inducida durante la respuesta inflamatoria, reflejando así el 

grado de activación de la inmunidad innata (Forstermann et al., 1998). Los niveles de 

ARN mensajero de la inos y el contenido de proteína se elevaron de forma significativa 

en los embriones incubados con 600 μM de MPTP con respecto al grupo control (P < 

0.001, Figura 7A y B), apoyando la teoría de que esta neurotoxina induce una 

respuesta neuroinflamatoria. Mediante inmunohistoquímica mostramos que el mayor 
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incremento de iNOS se produjo en las áreas del bulbo olfatorio y del diencéfalo de los 

embriones tratados con MPTP (Figura 7C, a-f).  

En línea con los experimentos previos, la administración de melatonina 

contrarrestó el efecto del MPTP y produjo una disminución significativa de los niveles 

de RNA mensajero de inos y del contenido de esta enzima, tanto en los embriones 

incubados con 1 μM de melatonina como en los incubados con 0.2 μM de melatonina  

comparados con el grupo tratado con MPTP (P < 0.001, Figura 7A y B). 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 7. La melatonina previene la neuroinflamación inducida por el tratamiento con 

MPTP. Los embriones fueron tratados con MPTP y aMT y analizados a las 72 hpf. (A) El 

MPTP incrementa significativamente los niveles de ARNm de iNOS. La administración de 

aMT de forma significativa y dosis dependiente recupera la expresión de iNOS. (B) El MPTP 

provocó un aumento significativo en el contenido proteico de iNOS y la melatonina 

restableció los niveles proteicos de iNOS a valores que no difieren significativamente de los 

controles. (C) Inmunohistoquímica en embriones de 72 hpf usando anticuerpo anti-iNOS. 

Comparado con el control (a-b), el MPTP incrementó iNOS en las áreas del bulbo olfatorio y 

del diencéfalo de los embriones (d-e), lo cual fue prevenido por el tratamiento con 

melatonina (g-h). Los datos son expresados como la media ± SEM. ***P < 0.001 vs. control; 

###P < 0.001 vs. MPTP. Prueba de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey (n = 5-7 

homogenate). Barras de escala: 100 μm (n = 3 animales/grupo para análisis 

inmunohistoquímico. 
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El MPTP provoca la muerte de neuronas dopaminérgicas principalmente a 

través de dos mecanismos, el estrés oxidativo causado por la disfunción mitocondrial y 

la autoxidación de la dopamina, y la subsecuente inflamación. Para evaluar esta 

alteración, determinamos la expresión y el contenido de la enzima tiroxina hidroxilasa 

(TH) como marcador de neuronas dopaminérgicas. En nuestro modelo observamos 

que, en los embriones de pez cebra el MPTP causó una profunda disminución en los 

niveles de ARN mensajero de TH comparado con el grupo control (P < 0.001, Figura 

8A). Esta disminución en la expresión se vio reflejada en una disminución significativa 

en el contenido proteico de TH en relación al grupo control (P < 0.001, Figura 8B), con 

la consecuente pérdida de neuronas dopaminérgicas y de sus axones. Estos datos 

reflejan el daño del sistema dopaminérgico en los embriones de 72 hpf en presencia de 

MPTP. 

Los efectos de la melatonina para regular la inmunidad innata y mejorar la 

producción de dopamina están bien documentados en la bibliografía (Crespo et al., 

1999; Escames et al., 2006a; Khaldy et al., 2003; Tapias et al., 2009). Aquí nosotros 

mostramos que la incubación de los embriones con melatonina los hizo más 

resistentes a los efectos deletéreos del MPTP, previniendo la neuroinflamación y 

también la neurodegeneración, normalizando la expresión de TH con la dosis 0.2 μM 

de melatonina e incluso induciendo la expresión de TH significativamente por encima 

del valor del grupo control con la dosis de 1 μM de melatonina (P < 0.001, Figura 8A). 

Este efecto de la melatonina sobre la expresión de TH, se reflejó en el contenido de 

THasa. Observamos que el grupo tratado con 1 μM de melatonina, aumentó 

significativamente el contenido en TH con respecto al grupo tratado con MPTP (P < 

0.001), alcanzando niveles que no difieren significativamente del grupo control (Figura 

8B). 

 Mediante inmunofluorescencia, estudiamos los efectos de melatonina sobre los 

diferentes grupos de neuronas dopaminérgicas en el embrión de 72 hpf. Esto fue 

posible, puesto que todos los grupos de neuronas dopaminérgicas presentes en el pez 

adulto pueden ser ya detectadas en los embriones con 72 hpf (Holzschuh et al., 2001; 

Sallinen et al., 2009). El MPTP ejerció un efecto deletéreo sobre todos los grupos de 

neuronas TH positivas, de forma que los embriones mostraron una importante 
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reducción en la cantidad de neuronas TH positivas en comparación con el grupo 

control. Las poblaciones de neuronas dopaminérgicas más afectadas por el MPTP 

fueron las  poblaciones localizadas en el bulbo olfatorio, pretectal y diendéfalo, de 

forma que la representación del sistema dopaminérgico quedó reducida a un pequeño 

grupo de neuronas localizadas en el locus coeruleus (Figura 8C, a - f). La administración 

de melatonina a 1 μM en embriones tratados con MPTP, provocó un claro aumento en 

la densidad de las poblaciones de neuronas dopaminérgicas, principalmente las 

localizadas en el diencéfalo y en el bulbo olfatorio (Figura 8, g – i), previniendo por 

tanto el efecto deletéreo de esta neurotoxina sobre el sistema dopaminérgico de los 

embriones de pez cebra.  

 

 

 

 

 

Figura 8. La melatonina previene la muerte de neuronas dopaminérgicas inducida por el 
tratamiento con MPTP. Los embriones fueron tratados con MPTP y aMT y analizados a las 
72 hpf. (A) El MPTP disminuyó significativamente los niveles de ARNm de TH. La 
administración de aMT, de forma significativa y dosis dependiente, recuperó la expresión 
de TH incluso a niveles superiores del grupo control. (B) El MPTP provocó un descenso 
significativo en el contenido proteico de TH. La melatonina 1 μM restableció los niveles 
proteicos de TH a valores que no difieren significativamente de los controles. (C) 
Inmunohistoquímica en embriones de 72 hpf usando anticuerpo anti-iNOS. Comparado con 
el control (a-b), MPTP incrementó el contenido de iNOS en las áreas del bulbo olfatorio y 
del diencéfalo de los embriones (d-e), lo cual fue prevenido por el tratamiento con 
melatonina (g-h). Los datos son expresados como la media ± SEM. ***P < 0.001 vs. control; 

###P < 0.001 vs. MPTP. Prueba de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey (n = 5-7 
homogenate). Barras de escala: 100 μm (n = 3 animales/grupo para análisis 
inmunohistoquímico. 
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Existe una clara coincidencia entre las áreas del cerebro donde se produce una 

fuerte inducción de la iNOS como consecuencia del tratamiento con MPTP, áreas que 

corresponden al diencéfalo y el bulbo olfatorio, y las áreas donde se produce la mayor 

muerte neuronal dopaminérgica. Es en éstas áreas donde la melatonina ejerce un 

fuerte efecto neuroprotector, que en parte podría ser debido a su capacidad para 

inhibir la expresión de iNOS previniendo el proceso inflamatorio. 

4. LA MELATONINA PREVIENE LOS EFECTOS DEL MPTP SOBRE LA 

EXPRESIÓN DE γ-SINUCLEÍNA Y SOBRE LOS GENES 

RELACIONADOS CON LA HOMEOSTASIS MITOCONDRIAL. 

 La enfermedad de Parkinson se caracteriza, además de por la muerte de 

neuronas dopaminérgicas, por la acumulación y agregación de α-sinucleína, que es el 

principal componente de los cuerpos de Lewy. Los peces zebra no contienen α-

sinucleína, en su lugar presentan las isoformas β-, γ1- y γ2-sinucleína, codificadas por 

los genes sncb, sncg1 y sncg2, respectivamente,  muy conservadas filogenéticamente 

con respecto a sus parálogos humanos (Milanese et al., 2012). Desde los primeros 

estadios del desarrollo embrionario se detectan niveles de ARN mensajero de sncg1 en 

el cerebro de los peces cebra (Chen et al., 2009), y alteraciones en la expresión de este 

gen, y por tanto en el contenido en γ1-sinucleína, están relacionadas con 

anormalidades fenotípicas. Por este motivo, evaluamos el contenido en γ1-sinucleína 

en nuestro modelo experimental, mostrando que hay una expresión basal del gen 

sncg1 en el grupo control, que sin embargo no se ve reflejada en niveles detectables 

de proteína (Figura 9A y B).  

La incubación con MPTP causó un aumento significativo en los niveles de ARN 

mensajero de sncg1 en relación al grupo control (P < 0.001, Figura 9A), que se 

corresponde con unos elevados niveles de γ1-sinucleína en este grupo experimental en 

relación al resto de los grupos experimentales donde esta proteína no fue detectada 

(Figura 9B). La administración de melatonina causó una reducción dosis dependiente 

en los niveles de expresión del ARN mensajero de sncg1, que fue significativa con 

respecto al grupo tratado con MPTP (P < 0.001, Figura 9A). Estos cambios en la 

expresión, condujeron a unos niveles indetectables de γ1-sinucleína en los grupos 
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tratados con melatonina, alcanzando valores semejantes a lo registrado en el grupo 

control (Figura 9B). Por lo que la melatonina se comporta como un protector celular 

evitando la sobreexpresión de la γ1-sinucleína en el cerebro de los peces. 

 

 

 

 

 

 

Debido a que, muchos de los genes implicados en la enfermedad de Parkinson 

hereditaria tienen funciones específicas sobre la actividad mitocondrial, y debido a 

que, como hemos demostrado, el tratamiento con MPTP afecta directamente a esta 

organela ocasionando un fallo mitocondrial acusado en los embriones de pez cebra, 

hemos analizado el estado de estos genes relacionados con la homeostasis 

mitocondrial en nuestro modelo experimental a las 72 hpf.  

Primero analizamos la conexión PINK1/parkina, y nuestros resultados muestran 

que tras el tratamiento con MPTP los niveles de parkina fueron indetectables por 

western blot, mientras que los niveles de PINK1 sufrieron una disminución significativa 

Figura 9. La melatonina previene la sobreexpresión de γ1-sinucleína inducida por el 

tratamiento con MPTP. Los embriones fueron tratados con MPTP y aMT y analizados a las 

72 hpf. (A) El MPTP aumentó significativamente los niveles de ARNm de γ1-sinucleína. La 

administración de aMT, de forma significativa y dosis dependiente, recuperó la expresión 

de γ1-sinucleína incluso a niveles inferiores del grupo control. (B) El MPTP provocó un 

aumento significativo en el contenido proteico de γ1-sinucleína. La melatonina restableció 

los niveles proteicos de γ1-sinucleína a valores indetectables igual que los controles. Los 

datos son expresados como la media ± SEM. ***P < 0.001 vs. control; ###P < 0.001 vs. MPTP; 
†††P < 0.001 vs. +aMT   1μM. Prueba de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey (n 

= 5-7 homogenados).  
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en el grupo tratado con MPTP con respecto al grupo control (P < 0.01, figura 10A y B). 

Estos datos se correlacionan con una reducción significativa en los niveles de ARN 

mensajero de parkin (P < 0.01, figura 10A). DJ-1, otro de los genes implicados en la 

homeostasis mitocondrial junto con PINK1/parkina, también sufrió una reducción 

significativa en los niveles de ARN mensajero en presencia de MPTP comparado con el 

grupo control (P < 0.001, Figura 10C), lo que condujo a unos niveles indetectables de la 

proteína DJ-1 por western blot (Figura 10C).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. La melatonina previene la alteración producida por el MPTP sobre las proteínas 

Parkin/PINK1/DJ-1/MUL1. Los embriones fueron tratados con MPTP y aMT y analizados a 

las 72 hpf. (A) La melatonina previene la inhibición de la expresión del gen de la parkina y 

del contenido proteico de Parkina inducido por el MPTP. (B) La expresión del gen PINK1 no 

fue modificada por los tratamientos, sin embargo, el contenido proteico de PINK1 

disminuyó por la administración de MPTP y fue mantenido a niveles normales cuando se 

incubó a los embriones con aMT. (C) El MPTP redujo significativamente la expresión del 

ARN mensajero de DJ-1 y el contenido proteico de DJ-1, efecto que fue eliminado con la 

administración de melatonina. (D) La expresión de ARN mensajero de MUL1 y el contenido 

en proteína MUL1 no fueron modificados por el MPTP, aunque la melatonina incrementó 

los dos. Los datos son expresados como la media ± SEM. *P < 0.05 vs. Control; *P < 0.01 vs. 

Control; ***P < 0.001 vs. control; #P < 0.05 vs. MPTP; ##P < 0.01 vs. MPTP;  ###P < 0.001 vs. 

MPTP; †P < 0.05 vs. +aMT 1μM; ††P < 0.01 vs. +aMT 1μM. Prueba de ANOVA de una vía con 

un test post hoc de Tukey (n = 5-7 homogenate).  
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Un cuarto participante en la vía de PINK1/parkina/DJ-1 es la proteína MUL1 (Li 

et al., 2008). Un aumento compensador de los niveles de MUL1 contrarresta el efecto 

deletéreo de muchos de los fenotipos mutantes para PINK1/parkina, de forma que la 

ausencia de MUL1 empeora los eventos fisiopatológicos en animales mutantes en 

PINK1/parkina (Yun et al., 2014). Puesto que en nuestros embriones tratados con 

MPTP registramos una ausencia de parkina y una disminución en el contenido de 

PINK1, realizamos un análisis de la expresión y contenido proteico de MUL1. 

Observamos que, los niveles de ARN mensajero para MUL1 y el contenido en proteína 

MUL1, no se modificaron en el grupo tratado con MPTP con respecto al grupo control, 

por lo que es imposible contrarrestar las alteraciones producidas en PINK1/Parkina/DJ-

1 (Figura 10D). Como consecuencia de todas estas alteraciones producidas por el 

tratamiento con MPTP, los embriones parkinsonianos son incapaces de eliminar las 

mitocondrias alteradas lo cual permite que sigan formándose más ROS, aumentando el 

estado oxidativo y el fallo bioenergético. 

 

 

 

 

 

Figura 11. La melatonina previene la alteración producida por el MPTP sobre la autofagia 

y la ubiquitinización de Mfn. Los embriones fueron tratados con MPTP y aMT y analizados 

a las 72 hpf. (A) La melatonina previene la disminución en LC3I inducida por el MPTP. (B) El 

contenido en LC3II fue disminuido por el tratamiento con MPTP y contrarrestado por la 

incubación de los embriones con melatonina 1μM. (C) El MPTP incrementó 

significativamente el contenido en Mfn, efecto que fue eliminado con la administración de 

melatonina. Los datos son expresados como la media ± SEM. *P < 0.05 vs. Control; **P < 

0.01 vs. Control; ***P < 0.001 vs. control; #P < 0.05 vs. MPTP; ##P < 0.01 vs. MPTP. Prueba 

de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey (n = 5-7 homogenate).  
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Debido al poder protector que ha mostrado tener la melatonina frente al efecto 

deletéreo del MPTP en experimentos previamente mostrados, nos planteamos a 

continuación si la melatonina tiene algún efecto protector sobre las alteraciones 

producidas por el MPTP en los genes relacionados con la homeostasis mitocondrial 

aquí analizados. Observamos que, aunque en algunos casos la melatonina tuvo un 

efecto dosis dependiente, parece claro que incluso con la dosis más baja, 200 nM, esta 

indolamina fue capaz de contrarrestar las alteraciones producidas por el MPTP en la 

expresión de los genes parkina y DJ-1, lo que se tradujo en la normalización de los 

niveles de las proteínas parkina/DJ-1/PINK1 (Figura 10A – C). El tratamiento con 

melatonina 1 μM también produjo un incremento significativo de los niveles de ARN 

mensajero de MUL1 (P < 0.05, Figura 10D). Este efecto sobre la expresión, se tradujo 

en un aumento dosis dependiente del contenido en proteína MUL1 (P < 0.01 para el 

tratamiento 1μM de aMT;  P < 0.05 para el tratamiento 0.2 μM de aMT, Figura 10D). 

Estos resultados sugieren que la melatonina tiene un importante papel 

neuroprotector, evitando el efecto deletéreo del MPTP sobre las proteínas 

PINK1/Parkina/DJ-1/MUL1 todas ellas requeridas para mantener la función correcta 

función mitocondrial, y por lo tanto, reducir el estrés oxidativo y mantener la función 

bioenergética de la mitocondria. 

En esta situación, con toda la vía PINK1/Parkina/DJ-1/MUL1 comprometida, las 

funciones de estas proteínas sobre la mitocondria pueden encontrarse igualmente 

comprometidas.  Aunque por los resultados mostrados previamente observamos que 

existe PINK1 para detectar el daño mitocondrial y fosforilar a parkina, la ausencia de 

parkina impediría la activación de la mitofagia mediada por ella,  así como la 

ubiquitinización de Mfn, actividad que comparte con MUL1. Por ello analizamos el 

contenido en LC3I, LC3II y Mfn. Observamos que el tratamiento con MPTP produce una 

disminución significativa en el contenido de LC3-I y LC3-II (P < 0.001, P < 0.05 

respectivamente, Figura 11A y B), así como un aumento significativo del contenido de 

Mfn (P < 0.01, Figura 11C). El tratamiento con melatonina contrarresta el efecto 

causado por el MPTP, restableciendo de forma significativa los niveles de LC3-I con 

ambas dosis (P < 0.05) y LC3-II con la dosis de 1 μM de melatonina (P < 0.01, Figura 11 

A y B).  Por último, esta indolamina también produjo, con ambas dosis, una reducción 
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significativa de los niveles de Mfn con respecto al grupo tratado con MPTP (P < 0.05, 

Figura 11C).   

5. LA MELATONINA RECUPERA EL DAÑO PRODUCIDO POR EL 

MPTP EN EMBRIONES DE PEZ CEBRA DE 5 DPF. 

 Una vez demostrado que la melatonina, gracias a sus propiedades 

neuroprotectoras aquí analizadas, puede prevenir los efectos deletéreos del MPTP en 

los embriones de pez cebra, el siguiente paso fue analizar si esta indolamina era capaz 

de recuperar a los embriones de pez cebra una vez que había sido establecido el 

fenotipo parkinsoniano. Para abordar este objetivo usamos un diseño experimental 

adicional. En este caso, el tratamiento con MPTP ser realizó desde las 24 hpf hasta las 

72 hpf, a partir de este momento y hasta las 120 hpf los embriones se mantuvieron sin 

MPTP. Esta discontinuidad en el tratamiento con MPTP se debe a que a las 72 hpf el 

estado parkinsoniano está ya establecido como ha quedado demostrado por los 

experimentos anteriores. Un segundo grupo de embriones fue incubado tras el 

tratamiento con MPTP con 1 μM de melatonina desde las 72 hpf hasta las 120 hpf, es 

decir, la melatonina se administró durante dos días una vez establecido el estado 

parkinsoniano, este tratamiento fue llamado “tratamiento curativo”. Un tercer grupo 

de embriones fueron incubados con melatonina 1 μM desde las 24 hpf hasta las 120 

hpf, en este caso la melatonina fue mantenida durante 5 días, 3 de ellos coincidiendo 

con el tratamiento de MPTP. A éste último tratamiento se le llamó “tratamiento 

preventivo”. En la figura 12 se muestran los datos obtenidos en estos experimentos.   

La actividad del complejo I mitocondrial sufre una disminución significativa en 

el grupo de embriones tratado con  MPTP  en relación con el grupo control (P < 0.001, 

figura 12A). Esta disminución, a las 120 hpf, es de un 83.17% con respecto al control, 

siendo una disminución mucho mayor que la que experimentan los embriones 

tratados con MPTP a las 72 hpf (56.61%) (Figura 2B y C), lo que sugiere que el daño 

producido por el MPTP en la mitocondria continua después de suprimir el tratamiento 

con MPTP (P < 0.001, figura 12A). La incubación de los embriones con melatonina, 

previene parcialmente y de forma dosis dependiente la disminución de la actividad del 

complejo I mitocondrial (P < 0.01 grupo tratado con aMT 1 μM, Figura 12A).  

A B C 
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 El tratamiento con MPTP provoca un aumento de los niveles de ARN mensajero 

de iNOS y γ1-sinculeína (P < 0.001, P < 0.05 respectivamente, Figura 12B y D), y una 

disminución de los niveles del ARN mensajero de TH con respecto al grupo control (P < 

0.001, Figura 12C) en los embriones de 5 dpf, de forma semejante a como ocurre en 

los embriones de 3 dpf. La incubación de los embriones con melatonina, tanto en 

tratamiento preventivo (aMT 5 días) como en tratamiento curativo (aMT 2 días), 

recupera las alteraciones producidas por el MPTP en la expresión de estos genes. El 

tratamiento curativo, es capaz de disminuir los valores de ARN mensajero de iNOS a 

valores que no difieren significativamente del grupo control (Figura 12B) y los niveles 

de ARN mensajero de γ1-sinucleína a niveles incluso por debajo del grupo control (P < 

0.01, Figura 12C). En cuanto a los niveles de ARN mensajero de TH, la melatonina los 

aumenta de forma significativa con respecto al grupo tratado con MPTP (P < 0.001, 

Figura 12C).  

En cuanto al efecto de los tratamientos sobre los genes implicados en la vía 

PINK1/parkina/DJ-1/MUL1 relacionada con el mantenimiento de la función 

mitocondrial, observamos que el tratamiento con MPTP causó una disminución 

significativa en los niveles de expresión del ARN mensajero de parkina y DJ-1 con 

respecto al grupo control (P < 0.001, Figura 12E y G) similar a lo observado en los 

embriones de 3dpf. Sin embargo, y a diferencia de lo observado en los embriones de 3 

dpf, el MPTP tuvo un efecto más severo sobre PINK1 y MUL1 en los embriones de 

5dpf, produciendo una disminución significativa de los niveles de ARN mensajero en 

ambos genes con respecto al grupo control (P < 0.001, Figura 12F y H).  

El tratamiento preventivo (aMT 5 días) tuvo un efecto significativamente 

protector sobre todos los genes de la vía PINK1/parkina/DJ-1/MUL1, aumentando los 

niveles de ARN mensajero en todos los casos de forma significativa con respecto al 

grupo tratado con MPTP (P < 0.05 para parkina y PINK1, P < 0.001 para DJ-1 y MUL1, 

Figura 12E- H). El tratamiento curativo (aMT 2 días) incrementó de forma significativa 

los niveles de ARN mensajero de DJ-1 y MUL1 con respecto al grupo tratado con MPTP  

(P < 0.05 y P < 0.001 respectivamente, Figura 12G y H). 
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La significativa reducción registrada en la actividad del complejo I causada por 

el tratamiento con MPTP así como la alteración en la expresión de genes involucrados 

en el mantenimiento de la función mitocondrial, podría reflejarse en un importante 

déficit de la bioenergética mitocondrial. Para abordar esta cuestión, medimos in vivo el 

consumo de O2 en embriones de 120 hpf tratados con MPTP en presencia y ausencia 

de melatonina. Registramos un descenso significativo en la función respiratoria de los 

embriones tratados con MPTP, representada por una disminución significativa de la 

Figura 12. La melatonina previene y recupera la alteración producida por el MPTP sobre 

la vía PINK1/parkina/DJ-1/MUL1 en embriones de 5dpf. (A) La actividad del complejo I 

mitocondrial fue reducida por el MPTP. Este efecto fue prevenido y parcialmente 

recuperado por la melatonina. (B) Niveles de ARN mensajero de γ1-sincucleína. (C) 

Neuroinflamación, medida como los niveles de ARN mensajero de iNOS, los cuales fueron 

incrementados con MPTP y recuperados a niveles basales por la melatonina. (D) Niveles de 

ARN mensajero de TH, fueron reducidos por el MPTP y recuperados de nuevo por la 

melatonina. (E-H) Expresión genética de parkina, PINK1, DJ-1 y MUL1, los cuales fueron 

disminuidos por el tratamiento con MPTP y  totalmente prevenidos y parcialmente 

recuperados por la melatonina. Los datos son expresados como la media ± SEM. *P < 0.05 

vs. Control; **P < 0.01 vs. Control; ***P < 0.001 vs. control; #P < 0.05 vs. MPTP;  ###P < 0.001 

vs. MPTP; ††P < 0.01 vs. +aMT 1μM; †††P < 0.001 vs. +aMT 1μM. Prueba de ANOVA de una 

vía con un test post hoc de Tukey (n = 5-7 homogenados).  
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respiración basal y de la capacidad ETS en comparación con los embriones controles (P 

< 0.001 para la respiración basal, P < 0.01 para la capacidad ETS, Figura 13A y B). El 

MPTP también aumentó de forma significativa el proton leak con respecto al grupo 

control (P < 0.05, Figura 13C) y por lo tanto, el cociente de acoplamiento L/E (P < 

0.001, Figura 13E), poniendo de manifiesto, al igual que en los embriones de 3 dpf, un 

mayor desacoplamiento mitocondrial en el grupo tratado con MPTP que en el grupo 

control. Estos resultados reflejan una importante alteración de la función respiratoria, 

que conduce a una reducción significativa en la producción de ATP en los embriones 

tratados con MPTP en relación al grupo control (P < 0.05, Figura 13D).  

La adicción de melatonina al medio en el que se encuentran los embriones, ya 

sea mediante el tratamiento curativo o mediante el tratamiento preventivo, protegió a 

la mitocondria del fracaso bioenergético inducido por el MPTP. El daño producido por 

el MPTP sobre la respiración basal, fue significativamente recuperado por ambos 

tratamientos con melatonina  (P < 0.001, Figura 13A). El mismo efecto tuvo esta 

indolamina sobre la capacidad ETS, recuperando de forma significativa el efecto 

deletéreo del MPTP (P < 0.05, Figura 13B). Además la melatonina también redujo de 

forma significativa el proton leak con respecto al grupo tratado con MPTP (P < 0.001, 

Figura 13C), disminuyendo los valores de protron leak significativamente por debajo de 

los grupos controles (P < 0.001, Figura 13C). Como consecuencia, ambos tratamientos 

con melatonina disminuyeron de forma significativa el cociente L/E con respecto a 

grupo tratado con MPTP (P < 0.001, Figura 13E) y recuperaron forma significativa la 

producción de ATP con respecto al grupo control (P < 0.001, Figura 13D).  

En conjunto, todos estos resultados demuestran que ambos tratamientos con  

melatonina, tratamiento curativo y tratamiento preventivo, tienen un papel protector 

frente al fracaso bioenergético inducido por el tratamiento con MPTP, manteniendo 

mitocondrias acopladas y con una respiración más eficaz como muestran unos 

menores valores de proton leak, lo que conduce a una mayor producción de ATP, 

incluso por encima del grupo control (P < 0.001, Figura 13D). 
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Figura 13. La melatonina previene el fallo bioenergético ocasionado por el MPTP en 

embriones a las 120 hpf. (A) Respiración basal. (B) Capacidad máxima (Electron transfer 

system capacity, ETS). (C) Porcentaje de proton leak. (D) Estimación de la producción de 

ATP. (E) Ratio L/E (leak/ETS). La melatonina recupera la bioenergética mitocondrial. (F) 

Representación de la tasa de consumo de oxígeno (OCR) obtenida del análisis de 

respiración en embriones de pez cebra in vivo. Los datos son expresados como la media ± 

SEM. *P < 0.05 vs. control; **P < 0.01 vs. Control;  ***P < 0.001 vs. control; #P < 0.05 vs. 

MPTP; ###P < 0.001 vs. MPTP.  Prueba de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey 

(n = 5 embryos). 
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6. EL DAÑO PRODUCIDO POR EL MPTP SOBRE LA ACTIVIDAD 

MOTORA EN LOS EMBRIONES DE PEZ CEBRA ES PREVENIDO Y 

RECUPERADO POR LA MELATONINA.  

 Otro síntoma típico asociado a la enfermedad de Parkinson es la disfunción 

motora, que se debe a la degeneración dopaminérgica que acontece en el transcurso 

de esta enfermedad. Por este motivo nuestra siguiente pregunta fue si la perdida de 

neuronas TH reactivas inducida por el tratamiento con MPTP afecta al 

comportamiento locomotor en embriones de pez cebra. Para abordar esta cuestión se 

analizaron la distancia recorrida y la velocidad máxima de natación durante un periodo 

de 5 minutos en embriones de pez cebra a las 120 hpf. 

 

 

 

 

 

Figura 13. La melatonina recupera la actividad motora dañada por el tratamiento con  

MPTP en embriones de 120 hpf. (A) La distancia recorrida y la velocidad de natación fueron 

significativamente disminuidas por el tratamiento con MPTP. La melatonina parcialmente 

previene y recupera la distancia total recorrida por los embriones, y recupera y previene 

totalmente la velocidad de natación. (B) Registro del patrón de natación de los embriones 

con los diferentes tratamientos a los que fueron sometidos. Los datos son expresados 

como la media ± SEM. ***P < 0.001 vs. control; #P < 0.05 vs. MPTP;  ###P < 0.001 vs. MPTP. 

Prueba de ANOVA de una vía con un test post hoc de Tukey (n = 6-10 individuos por grupo).  
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  Observamos que en los embriones tratados con MPTP se redujo 

significativamente tanto el total de la distancia recorrida como la velocidad máxima (P 

< 0.001, Figura 13A y B).  

De nuevo la administración de melatonina, ya sea mediante un tratamiento 

curativo (aMT 2 días) como mediante un tratamiento preventivo (aMT 5 días), tiene la 

capacidad de prevenir y recuperar de forma significativa tanto el total de distancia 

recorrida como la velocidad máxima alcanzada, con una capacidad de prevención de 

aproximadamente el 80% del efecto del MPTP sobre la distancia total y velocidad de 

natación, y una capacidad de recuperación superior al 50% del efecto causado por el 

MPTP en la distancia total y casi del 100% en la velocidad de natación. El registro del 

patrón de natación recogido en estos experimentos es mostrado en la figura 10B. Este 

efecto preventivo y recuperador que ejerce la melatonina sobre la actividad motora en 

los embriones, se debe a la capacidad de esta indolamina de proteger y recuperar la 

muerte de neuronas dopaminérgicas que provoca el tratamiento con MPTP, como 

hemos analizado en experimentos previos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. DISCUSIÓN 
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 La disfunción mitocondrial está íntimamente relacionada con la patogénesis de 

la enfermedad de Parkinson, tanto si el origen de la enfermedad es familiar como si es 

idiopático (Schapira2008). Por este motivo, esa organela debería ser considerada como 

la principal diana farmacológica en esta enfermedad neurodegenerativa. 

 En el presente estudio, haciendo uso del pez cebra como modelo de la 

enfermedad de Parkinson, tal y como se ha descrito previamente, aclaramos las 

principales cuestiones relacionadas con la mitocondria en lo que a la enfermedad de 

Parkinson se refiere. En primer lugar hemos podido analizar la respiración mitocondrial 

en embriones parkinsonianos de pez cebra a las 72 y 120 hpf in vivo, lo que nos ha 

permitido obtener información de los cambios bioenergéticos que acontecen en la 

mitocondria de una forma dinámica. En segundo lugar, el estrés oxidativo inducido por 

el MPTP en embriones de pez cebra no es la única causa del fallo mitocondrial, como 

hemos comprobado, el tratamiento con MPTP causa una profunda alteración en la 

expresión de genes relacionados con el control de la eficiencia mitocondrial y de la 

mitofagia. Esta alteración impediría la eliminación de mitocondrias dañadas que 

seguirían presentes en la célula manteniendo una producción deficitaria de ATP y unos 

niveles elevados de estrés oxidativo. Como resultado, cuando se retira el MPTP del 

medio que contiene a los embriones de pez cebra, el proceso neurodegenerativo 

continua ocasionando una importante pérdida en la actividad locomotora de estos 

animales. Este resultado es absolutamente diferente de lo que ocurre con mamíferos 

pequeños, los cuales generalmente se recuperan de su condición parkinsoniana una 

vez que el tratamiento con MPTP es eliminado. En tercer lugar, hemos descrito una 

nueva diana molecular de la melatonina, que explicaría sus propiedades 

neuroprotectoras, y no sólo hemos demostrado que la melatonina previene la 

degeneración parkinsoniana inducida por el MPTP en embriones de pez cebra a todos 

los niveles analizados, sino que además y por primera vez, hemos demostrados que la 

melatonina recupera el fenotipo normal en embriones de pez cebra una vez que el 

estado parkinsoniano se ha desarrollado. 

La relación entre disfunción mitocondrial y la enfermedad de Parkinson 

idiopática fue hecha, por primera vez, tras el descubrimiento de que los pacientes con 

enfermedad de Parkinson sufrían una deficiencia de la actividad del complejo I 
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mitocondrial en la sustancia negra, concretamente en la pars compacta (Schapira et 

al., 1989). Tras estudios preliminares dosis y tiempo dependientes, hemos establecido 

un modelo de síndrome parkinsoniano en embriones de pez cebra, incubándolos con 

una dosis de 600 μM de MPTP, los cuales muestran una reducción del 55% en la 

actividad del complejo I mitocondrial dos días después de iniciar el tratamiento con 

esta neurotoxina. Esta reducción en la actividad del complejo I mitocondrial es 

semejante a la encontrada en pacientes que sufren la enfermedad de Parkinson 

(Schapira2008). El daño en la actividad del complejo I mitocondrial condujo a un fallo 

bioenergético significativo, evaluado mediante la respiración mitocondrial in vivo y 

caracterizado por un declive en el consumo de oxígeno y en la producción de ATP. 

Como consecuencia, el tratamiento con MPTP provocó un aumento del escape de 

protones, causando desacoplamiento mitocondrial, y conduciendo a una fosforilación 

oxidativa insuficiente y por lo tanto a la formación de ROS (Acuña-Castroviejo et al., 

2007; Balaban et al., 2005), que se reflejó por un importante aumento en el cociente 

GSSG/GSH, sugiriendo un estado de estrés oxidativo intracelular (Kemp et al., 2008). La 

disminución en las actividades de las enzimas SOD y GRd, explican la acumulación de 

ROS y la incapacidad para recuperar el pool de GSH. 

Esta situación de estrés oxidativo y daño mitocondrial se acompañó por un 

aumento en la expresión de iNOS en los embriones incubados con MPTP. El análisis por 

inmunofluorescencia confirmó la presencia de una mayor concentración de iNOS en las 

áreas cerebrales del diencéfalo y del bulbo olfatorio, dónde se localizan las neuronas 

dopaminérgicas en estos animales (Holzschuh et al., 2001; Rink and Wullimann 2001), 

confirmando la presencia de un proceso neuroinflamatorio en el cerebro de los 

embriones de pez cebra, al igual que se ha observado en modelos murinos de 

Parkinson con MPTP. Esos hechos apoyan que la administración de MPTP es 

responsable del aumento de la expresión de la isoforma inducible de la NOS, y que el 

NO producido por las células gliales participa en los procesos que llevan a la 

degeneración neuronal en los embriones de pez cebra al igual que ocurre en ratones 

tratados con MPTP (Liberatore et al., 1999; Tapias et al., 2009). El aumento de iNOS 

condujo a un aumento de los niveles NO., que puede reaccionar con O2
.- formando 

peroxinitritos (ONOO-), los cuales inhiben de forma irreversible a los complejos 
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respiratorios, convirtiéndose en otra fuente de estrés oxidativo (Ortiz et al., 2014). En 

estas condiciones, la mitocondria entra en un estado oxidativo que conduce a la 

apertura del poro de transición mitocondrial, liberando ROS, citocromo c y ADN 

mitocondrial al citosol, señales que activan la apoptosis conduciendo a la muerte 

neuronal (Blesa et al., 2015; Exner et al., 2012; Hwang2013; Kroemer et al., 2007; Van 

Laar and Berman 2013). 

A las 72 hpf, y como consecuencia de todo este cuadro fisiopatológico, se 

detectó una disminución en la expresión de TH, que por inmunofluorescencia confirmó 

una pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en las áreas cerebrales del 

diencéfalo y del bulbo olfatorio de los embriones de pez cebra incubados con MPTP 

(Naskar et al., 2015; Sallinen et al., 2009; Wen et al., 2008), áreas que coinciden con las 

áreas cerebrales donde observábamos el fuerte incremento de iNOS. Estos análisis 

moleculares y morfológicos apoyan que la neuroinflamación, seguida al estrés 

oxidativo, está implicada en la pérdida de neuronas TH positivas en el cerebro del pez 

cebra. 

La conexión entre disfunción mitocondrial y enfermedad de Parkinson ha sido 

reforzada por el hallazgo de genes que codifican proteínas mitocondriales o proteínas 

relacionadas con la función mitocondrial y cuyas mutaciones están asociados con la 

enfermedad de Parkinson hereditaria (Cardoso 2011; Sai et al., 2012). Algunos de estos 

genes, como γ1-sinucleína, parálogo de la α-sinucleína y con funciones similares (Toni 

and Cioni2015), parkina, PINK1 y DJ-1, están directamente implicados en una vía 

común relacionada con el mantenimiento de la homeostasis mitocondrial, y sus 

mutaciones son las responsables de la mayoría de casos de enfermedad de Parkinson 

autosómica de aparición temprana (van der Merwe et al., 2015). Estos genes han sido 

analizados en modelos animales knockout y/o modelos knockdown (Anichtchik et al., 

2008; Flinn et al., 2009; Kitada et al., 2009; Sallinen et al., 2010). En nuestro modelo 

experimental, el tratamiento con MPTP alteró la expresión de estos genes, causando 

un 20% de disminución en el contenido de PINK1 y niveles indetectables de parkina y 

DJ-1 en los embriones de pez cebra. Por lo que, incluso la pequeña disminución en el 

contenido de PINK1, el cual in vitro es protector frente al MPTP (Haque et al., 2008; 

Petit et al., 2005), no pudo ser compensada por parkina o DJ-1, a pesar de que se ha 
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demostrado que ambas pueden compensar incluso de la ausencia total de PINK1 

(Haque et al., 2012), y en conjunto, la reducción de estas tres proteínas se acompañó 

de la disminución de la expresión de TH y neurodegeneración dopaminérgica 

(Anichtchik et al., 2008).  

PINK1 actúa como sensor para detectar el daño mitocondrial, reclutando y 

fosforilando a la parkina citosólica, lo que conlleva a la activación de parkina y por 

tanto de su actividad E3 ligasa (Clark et al., 2006; Kane et al., 2014). Una vez activada, 

la parkina es reclutada por la mitocondria, donde activa procesos de autofagia que 

culminan con la eliminación de la mitocondria dañada (Pickrell and Youle2015). La total 

ausencia de parkina en embriones de pez cebra incubados con MPTP, impide, a pesar 

de la presencia de PINK1, que esta proteína sea activada e inicie el proceso de 

mitofagia protector para la célula, por lo que las mitocondrias dañadas siguen 

manteniéndose en la célula y sigue manteniéndose, como consecuencia, el estado 

hiperoxidativo (Rub et al., 2015)(Figura 14).  

Esta condición podría ser en parte contrarrestada por la proteína DJ-1, debido a 

que esta proteína que es expresada en neuronas dopaminérgicas del pez cebra (Bai et 

al., 2006), se activa por oxidación entrando en el núcleo y activando la expresión de 

genes antioxidantes (Ariga et al., 2013; Taira et al., 2004). Bajo una situación de estrés 

oxidativo, DJ-1 también puede localizarse en la membrana mitocondrial externa 

favoreciendo un entorno mitocondrial normal. Y aunque DJ-1 puede recatar el 

fenotipo de PINK!, pero no el de parkina en ratones (van der Merwe et al., 2015), la 

pérdida absoluta de la proteína DJ-1 en nuestro modelo experimental, hace imposible 

que esta proteína lleve a cabo estos efectos beneficiosos tanto en el citosol como 

sobre la fisiología mitocondrial y contrarreste la ausencia de parkina, colaborando, en 

consecuencia, con el proceso neurodegenerativo en el sistema dopaminérgico de los 

embriones de pez cebra tratados con MPTP. Pero además, DJ-1 ha sido relacionado 

con la regulación de la expresión del gen TH (Ishikawa et al., 2010), lo cual explicaría, al 

menos en parte, la disminución que se produjo en la expresión del gen TH en los 

embriones incubados con MPTP (Figura 14). 
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En estas condiciones, es decir, baja expresión de PINK1 y ausencia de parkina y 

DJ-1, la sobreexpresión del gen MUL1, que codifica la proteína MUL1 involucrada en la 

regulación de mitofusina (Li et al., 2008), podría contrarrestar la ausencia de las 

proteínas PINK1 y parkina, restaurando el fenotipo normal (Yun et al., 2014). En 

nuestro modelo experimental, sin embargo, este mecanismo compensatorio está 

ausente, dado el aumento de mitofusina que se produce tras el tratamiento con MPTP. 

Por lo tanto, después de la exposición al MPTP, la ausencia de parkina y DJ-1 impiden 

la puesta en marcha de mecanismos de reparación y/o eliminación de mitocondrias 

alteradas, permitiendo el mantenimiento de un pool de mitocondrias dañadas y un 

ambiente oxidante que empeora la situación, en un ciclo vicioso que no puede ser 

compensado por PINK1 y/o por la sobreexpresión de MUL1, reforzando aún más el 

proceso neurodegenerativo.  

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Diagrama representativo de las relaciones entre las vías moleculares analizadas 

en el estudio. El tratamiento con MPTP induce disfunción mitocondrial caracterizada por 

una disminución en el contenido de PINK1 y parkina, evitando el reclutamiento de PINK1 en 

la OMM, la activación de parkina y por tanto el proceso de mitofagia, acumulándose las 

mitocondrias dañadas en la célula. La falta de parkina activa también produce una 

disminución en la ubiquitinización de Mfn, llevándose a cabo ahora este proceso sólo por 

MUL1. La administración de MPTP también disminuye el contenido de DJ-1 que conduce a 

un incremento de ROS. La adicción de melatonina induce la expresión de PINK1 y parkin, 

desbloqueando el proceso de mitofagia. También, esta indolamina incrementa la expresión 

de MUL1, que ahora junto con parkina ubiquitinizan a Mfn. Finalmente la melatonina 

normaliza la expresión de DJ-1 disminuyendo los niveles de ROS (ver discusión para más 

detalles). 
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Si esta hipótesis es cierta, y basándonos en los resultados de este estudio, una 

vez el MPTP hace su efecto, deberíamos ver una progresión o al menos el 

mantenimiento del estado parkinsoniano en los embriones de pez cebra. Para 

comprobar esta hipótesis, analizamos la expresión genética, la función mitocondrial y 

la actividad locomotora en embriones de 120 hpf, es decir, 48 horas después de haber 

eliminado el tratamiento con MPTP. La ausencia de MPTP no evita la evolución de las 

alteraciones moleculares, sino que se ve reducida todavía más la actividad del 

complejo I mitocondrial y los niveles de ARN mensajero de los genes PINK1 y MUL1. 

Todo esto va acompañado de fracaso bioenergético, caracterizado por mitocondrias 

desacopladas y disminución en la producción de ATP. Estos cambios son paralelos a la 

reducción en la actividad locomotora de los embriones de pez cebra a las 120 hpf, lo 

que sugiere que el modelo de enfermedad de Parkinson utilizando embriones de pez 

cebra aquí mostrado parece llegar a ser crónico. 

En nuestro estudio mostramos que el MPTP recapitula todas las características 

clínicas de la enfermedad de Parkinson porque también incrementó la expresión de γ1-

sinucleína, proteína paráloga de la α-sinucleína humana asociada con la patogénesis de 

la enfermedad de Parkinson hereditario e idiopático (Braak et al., 2003; Chartier-Harlin 

et al., 2004). Al igual que ocurre en humanos con la α-sinucleína, la acumulación de γ1-

sinucleína en el embrión de pez cebra está relacionado con la disfunción mitocondrial, 

contribuyendo por lo tanto a las alteraciones dopaminérgicas y motoras mostradas en 

este estudio.  

Debido a que actualmente no existe una terapia farmacológica que retrase o 

frene el proceso neurodegenerativo durante el avance de la enfermedad de Parkinson, 

el desarrollo de una terapia neuroprotectora que modifique el curso de la enfermedad 

es una necesidad clínica no satisfecha. En el presente trabajo, se investigaron los 

efectos de la melatonina en esta enfermedad neurodegenerativa, debido a la 

vinculación entre la disfunción mitocondrial y la enfermedad de Parkinson y el hecho 

de que la mitocondria es una de las dianas celulares de la melatonina. Estudios previos 

han analizado los efectos neuroprotectores de la melatonina en diferentes modelos 

animales de parkinsonismo causados por MPTP y MPP+ (Khaldy et al., 2003; Tapias et 

al., 2009; Thomas and Mohanakumar 2004), sin embargo su mecanismo de acción 
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permanece desconocido. Basándonos en sus propiedades neuroprotectoras, 

incubamos con melatonina a los embriones tratados con MPTP para elucidar las dianas 

moleculares de esta indolamina. La melatonina mostró un efecto significativamente 

positivo sobre la bioenergética mitocondrial tanto a 72 hpf como a 120 hpf. En primer 

lugar, encontramos un efecto dosis-dependiente típico de la melatonina sobre la 

actividad del complejo I mitocondrial, debido a la capacidad tanto de la melatonina 

como de sus metabolitos para eliminar ROS a los que el complejo I es especialmente 

sensible y a la acción potenciadora que esta indolamina tiene sobre la actividad del 

complejo I (Martin et al., 2000a; Martin et al., 2000b). En segundo lugar, mediante 

estudios de respiración mitocondrial in vivo, relacionamos esta mejora de la actividad 

del complejo I mitocondrial con una mejora de todos los parámetros bioenergéticos,  

como una reducción del consumo basal de O2, efecto que podría proteger a la 

mitocondria de un excesivo daño oxidativo (Galano et al., 2011; Lopez et al., 2009), 

seguido de una aumento en la producción de ATP y una disminución del escape de 

protones, haciendo en conjunto más eficiente la fosforilación oxidativa y 

restableciendo totalmente la capacidad bioenergética mitocondrial.  

Aunque todavía no está claro si el daño oxidativo es la causa o la consecuencia 

de la disfunción mitocondrial en la patofisiología de la enfermedad de Parkinson, si hay 

claras evidencias que implican tanto a ROS como RNS en el daño y muerte neuronal 

(Andersen 2004). La melatonina tiene excelentes actividades antioxidantes y 

antiinflamatorias, eliminando radicales libres, induciendo la expresión y actividad de 

enzimas antioxidantes, y reduciendo la inmunidad innata dependiente de NF-kB 

(Crespo et al., 1999; Escames et al., 2003; Galano et al., 2013; Garcia et al., 2015; 

Ozturk et al., 2012; Tan et al., 2015). Estos efectos de la melatonina permiten a los 

embriones de pez cebra incubados con MPTP recuperar un balance redox normal, 

incluyendo el cociente GSSG/GSH, e inhibir la expresión de iNOS, apoyando un efecto 

genómico de esta indolamina (Leon et al., 2006). Consecuentemente, los embriones de 

pez cebra incubados con melatonina estuvieron absolutamente protegidos por esta 

indolamina de los efectos pro-oxidantes y proinflamatorios causados por el MPTP, 

bloqueando la apoptosis mediada por radicales libres (Galano et al., 2011; Zhang and 

Zhang 2014).  
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Además de sus efectos directos sobre la mitocondria, en este estudio 

demostramos que la melatonina restablece la expresión alterada por el MPTP de los 

genes γ-sinucleína, Parkin, PINK1 y DJ-1, abriendo una nueva vía por la cual esta 

indolamina es capaz de actuar sobre la mitocondria para mantener un funcionamiento 

normal de esta organela.  

La acumulación intracelular de sinucleína puede interaccionar con la 

mitocondria causando disfunción en esta organela por despolarización de la 

membrana mitocondrial, pérdida de la capacidad de OXPHOS, y apertura del poro de 

transición mitocondrial (Bir et al., 2014). La melatonina reduce la expresión y 

contenido de α-sinucleína en modelos experimentales de Parkinson con ratones (Su et 

al., 2015), pero no existen datos sobre si esta indolamina tiene algún efecto sobre la 

expresión y contenido en γ1-sinucleína. En nuestro estudio, la administración de 

melatonina previno la inducción en la expresión de γ1-sinucleína en los embriones 

tratados con MPTP, contribuyendo así al mantenimiento de la integridad mitocondrial. 

Parte de este efecto de la melatonina puede involucrar a PGC-1α, debido a que PGC-

1α, que participa en la detoxificación de ROS y en la regulación de la biogénesis 

mitocondrial, puede anular la toxicidad de la sinucleína en neuronas sensoriales 

periféricas de pez cebra, y la melatonina es capaz de promover la vía Sirt1/PGC-1α, 

mejorando por tanto la función mitocondrial (Garcia et al., 2015; Guo 2012; O'Donnell 

et al., 2014; Volt et al., 2016). Estos efectos en conjunto reflejan la alta eficacia de la 

melatonina para mantener la homeostasis mitocondrial (Acuña-Castroviejo D. et al., 

2011; Lopez et al., 2009; Martin et al., 2000a).  

Además, la melatonina bloquea el efecto que el MPTP tiene sobre parkina, 

PINK1 y DJ-1, y aumenta la expresión de MUL1, reforzando su papel en el control de la 

homeostasis mitocondrial (Figura 14). Esto incluye, la eliminación de mitocondrias 

dañadas mediante la activación de la mitofagia vía PINK1/parkina, el aumento de la 

degradación dependiente de ubiquitinización de Mfn tanto por la vía PINK1/parkina 

como por la vía MUL1, y la prevención de la agregación de proteínas y la toxicidad de 

la sinucleína a través de la actividad de DJ-1, como una chaperona reguladora de estrés 

oxidativo (Bueler2009). Nuestros resultados abren una nueva vía por la cual la 

melatonina actúa sobre la mitocondria, permitiendo el funcionamiento adecuado de 
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mecanismos involucrados en la eliminación del daño mitocondrial tales como 

autofagia/mitofagia/degradación proteica.  

En conjunto, todas las acciones de la melatonina resultan en un importante 

efecto neuroprotector frente a la muerte de neuronas dopaminérgicas en embriones 

parkinsonianos de pez cebra. En este estudio describimos por primera vez la capacidad 

de la melatonina para prevenir la muerte de las neuronas dopaminérgicas del 

diencéfalo ventral y del bulbo olfatorio en embriones parkinsonianos de pez cebra, de 

forma semejante a lo registrado anteriormente en neuronas dopaminérgicas del 

sistema nervioso central de ratones (Patki and Lau2011). Además, la melatonina 

también recupera la expresión de DJ-1, el cual tiene un efecto positivo sobre la 

expresión de TH (Ishikawa et al., 2010), reforzando así el efecto neuroprotector de la 

indolamina sobre el sistema dopaminérgico de los peces.  

La capacidad de la melatonina, a través de todos los efectos demostrados en el 

presente trabajo, para frenar la muerte de las neuronas dopaminérgicas en los 

embriones parkinsonianos, finalmente resulta en una prevención del fenotipo motor 

derivado de la pérdida de estas neuronas dopaminérgicas (Sallinen et al., 2009; 

Sallinen et al., 2010). Como resultado de todos los efectos de esta indolamina, incluso 

las malformaciones inducidas por el MPTP en los embriones de pez cebra fueron 

corregidas por la administración de melatonina. 

La última consideración, pero una de las más interesantes, es que mostramos 

por primera vez que la melatonina no sólo previene los efectos deletéreos del MPTP 

cuando se administra al mismo tiempo que la neurotoxina, como demostramos en los 

embriones de 3 dpf, sino que una vez que el MPTP ha inducido las alteraciones 

moleculares y fenotípicas típicas de un estado parkinsoniano, la melatonina 

administrada mediante un tratamiento curativo o preventivo recupera a los embriones 

de pez cebra de estas alteraciones.  Esta reversión se consiguió mediante la prevención 

y recuperación de la actividad del complejo I mitocondrial, que se vio reflejado en la 

recuperaciónde la bioenergética mitocondrial, con mitocondrias mejor acopladas y 

mayor producción de ATP, por tanto una respiración mitocondrial más eficaz con 

menor producción de ROS. 
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Los tratamientos con melatonina también recuperaron la expresión de los 

genes sncga, iNOS y TH en embriones de 120 hpf. Asimismo, dichos tratamientos 

condujeron a la prevención y recuperación de la expresión de genes implicados en el 

mantenimiento de la homeostasis mitocondrial analizados, parkina/PINK1/DJ-1/MUL1 

a las 120 hpf. Estos efectos de la melatonina son seguidos por cambios a nivel 

fenotípico. Analizando la motilidad de los embriones a las 120 hpf, momento en el cual 

ya existe una actividad locomotora controlada en los embriones de pez cebra (Brustein 

et al., 2003b), pusimos de manifiesto que el déficit motor causado por el tratamiento 

con el MPTP es totalmente recuperado tanto con la terapia preventiva como con la 

terapia curativa con melatonina, restableciendo el fenotipo normal en los embriones 

parkinsonianos tratados con la indolamina.   

En resumen, la relación entre mitocondria y la etiología/patogénesis de la 

enfermedad de Parkinson está totalmente aceptada actualmente (Schapira2008). 

Cuando la enfermedad de Parkinson tiene un origen genético, el desencadenante de la 

enfermedad es la mutación genética, mutación que afecta fundamentalmente a los 

genes PARK1/4, PARK2, PARK6 y PARK7, todos ellos genes relacionados con el correcto 

funcionamiento mitocondrial, lo cual conduce a una disfunción mitocondrial y daño 

oxidativo (Abeliovich and Flint2006; Lucking et al., 2000; Valente et al., 2004a). Cuando 

la enfermedad de Parkinson es idiopática, el daño mitocondrial es el evento primario 

en la enfermedad, lo cual conduce a un fallo bioenergético mitocondrial y a una 

situación de estrés oxidativo, induciendo un estado neuroinflamatorio, con la 

consecuente muerte de neuronas dopaminérgicas y alteraciones en la expresión 

genética de genes relacionados con la homeostasis mitocondrial (Keeney et al., 2006; 

Liberatore et al., 1999; Sian et al., 1994; Valente et al., 2004b). Esta última vertiente, 

es totalmente apoyada por los datos que hemos obtenido en el modelo parkinsoniano 

de pez cebra tratado con MPTP, donde hemos descrito la secuencia de eventos 

dirigidos por el fallo mitocondrial dependiente de MPTP, como el primer evento 

patofisiológico en el desarrollo del estado parkinsoniano.  Esta alteración mitocondrial 

conlleva a un estado neuroinflamatorio, a la pérdida de neuronas dopaminérgicas y a 

la inhibición de la expresión de genes relacionados con la homeostasis mitocondrial. 

Otro resultado a destacar de este estudio es el hallazgo de que la melatonina puede 
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ser muy útil en la terapia frente a la enfermedad de Parkinson debido a que es capaz 

de recuperar, no sólo de prevenir, el daño causado sobre el sistema dopaminérgico 

que acontece durante esta enfermedad. Finalmente, nuestros resultados apoyan que 

la mitocondria es una diana terapéutica clave para la neuroprotección en varias 

enfermedades neurodegenerativas entre las que se incluye la enfermedad de 

Parkinson (Milane et al., 2015).  
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1. Describimos un modelo de parkinsonismo en embriones de pez cebra de 72 y 

120 hpf que manifiesta todos los eventos fisiopatológicos de la enfermedad, 

que va desde el fracaso bioenergético a la neuroinflamación y déficit de TH, 

culminando en la muerte neuronal dopaminérgica y  subsecuente 

bradiquinesia.  

 

2. Demostramos que el MPTP no sólo induce la típica inhibición del complejo I 

mitocondrial parkinsoniana, sino que colabora en el fracaso bioenergético al 

aumentar la expresión de γ1-sinucleína y reducir la expresión de 

Parkina/PINK1/DJ-1. De esta forma, no sólo disminuye la defensa antioxidante 

mitocondrial, si no que, además, la ausencia de parkina anula los mecanismos 

de mitofagia necesarios para eliminar las mitocondrias dañadas, acumulándolas 

y agravando el estado oxidativo. 

 

3. Observamos que, una vez retirado a las 72 hpf el MPTP del medio de 

incubación, el proceso fisiopatológico parkinsoniano continúa empeorando, 

alcanzando a las 120 hpf un peor estado bioenergético y alteración de los genes 

de regulación mitocondrial. Esta situación explica la muerte dopaminérgica a lo 

largo del tiempo en el Parkinson, ya que el mantenimiento del estado 

hiperoxidativo de origen mitocondrial por ausencia de mitofagia favorece el 

proceso neurodegenerativo. 

 

4. Identificamos nuevas dianas terapéuticas de la melatonina que explican sus 

propiedades neuroprotectoras. La importante capacidad de la melatonina para 

estimular la función mitocondrial no sólo se debe a sus propiedades 

antioxidantes, si no que es capaz de revertir la inhibición de Parkina/PINK1/DJ-

1 inducida por el MPTP, restableciendo los mecanismos de mitofagia que 

permiten recuperar las mitocondrias sanas y eliminar las defectuosas. En 

consecuencia, se restablece el estado bioenergético que frena la muerte 

dopaminérgica y evita la disfunción motora.  
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5. Por primera vez demostramos que el efecto neuroprotector de la melatonina 

frente al parkinsonismo no sólo depende de la prevención del proceso 

neurodegenerativo inducido por el MPTP, si no que la melatonina también 

recupera al pez cebra una vez dicho proceso está establecido. Estas 

propiedades, preventivas y curativas de la melatonina la hacen altamente 

eficaz frente a la degeneración parkinsoniana. 
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1. We report here a PD model in 72 hpf and 120 hpf zebrafish embryos, which 

show all pathophysiological events of the disease, from the bioenergetic failure 

to neuroinflammation and TH deficit, finishing in dopaminergic neuronal death 

and subsequent bradikinesia. 

 

2. We show here that MPTP does not only induce a typical mitochondrial complex 

I inhibition, but it collaborates in the bioenergetic impairment increasing γ1-

synuclein expression and reducing the Parkina/PINK1/DJ-1 network. Therefore, 

does not only decrease the mitochondrial antioxidative defense in the presence 

of MPTP but the absence of parkin blunts the mitophagy mechanisms required 

to remove damaged mitochondria, leading to their accumulation and futher 

exacerbating the oxiadtive status. 

 

3. We observed that, once removed MPTP from the incubation medium in the 72 

hpf embryos, the pathophysiological parkinsonian process  continues to get 

worse, reaching a worse bioenergetic status at 120 hpf, continuing with 

reduced mitochondrial regulatory gene expression. This condition explains the 

dopaminergic cell death over time in PD, because the maintenance of the 

hyperoxidative status of mitochondrial origin due to the absence of mitophagy, 

favors the neurodegenerative process. 

 

4. We identify new therapeutic targets for melatonin that explain its 

neuroprotective properties. The great ability of melatonin to boost the 

mitochondrial function is a consequence of its antioxidative properties and its 

capacity to revert the MPTP-dependent inhibition of the Parkina/PINK1/DJ-1 

network. So, melatonin recovers the mitophagy events allowing to remove 

damaged mitochondria and retrieve healthy ones. The bioenergetic status is 

thus restored by melatonin, hampering the dopaminergic cell death and motor 

dysfunction. 
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5. For the first time we demonstrate that the neuroprotective effect of melatonin 

against MPTP-induced PD is not only a preventive one; also, melatonin is also 

able to recover zebrafish from the parkinsonian neurodegenerative process 

once it was established. These properties, preventive and curative ones, make 

melatonin a highly effective pharmacological tool against parkinsonian 

degeneration. 
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