Sistema dopaminérgico y muerte neuronal
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RESUMEN

El mecanismo que induce a la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra es desconocido. Se ha postulado un incremento del estrés oxidativo,
excitotoxicidad, alteraciones del funcionamiento mitocondrial y apoptosis, pero ninguno
de €ellos explica por si mismo e desarrollo de la EP. En este articulo se revisan los
hallazgos més importantes que sustentan cada una de las hipotesis.
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SUMMARY

The mechanism involved in dopaminergic neurona death remaims unknown. Increased
oxidative stress, inhibition of mitochondrial respiratory chain and apoptosis have been
suggested as possible factors mediating cellular death. This article reviews the most
important findings reported in parkinsonian brains related to nigral neuronal death.
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INTRODUCCION

La principal caracteristica bioguimica de la enfermedad de Parkinson (EP) es la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas nigroestriadas que se originan en la
sustancia negra compacta y proyectan hacia el estriado (caudado y putamen) [1]. La
causa que induce a la muerte neuronal es desconocida. Estudios en pacientes
homocigdticos muestran un papel genético limitado, aunque existen casos en los que se
ha podido comprobar una transmision autosomica dominante [2]. Por otro lado, en la EP
se han descrito ateraciones de la cadena transportadora de electrones [3], 10 que sugiere
la existencia de ateraciones del genoma mitocondrial. El descubrimiento de la
neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), que reproduce en
animales los hallazgos neuroquimicos e histoldgicos propios de la EP [4], ha llevado a
hipotetizar que determinadas toxinas ambientales o de produccion enddgena, podrian
estar relacionadas con la muerte neuronal dopaminérgica que ocurre en pacientes con
EP. Diversos estudios llevados a cabo en cerebros de pacientes parkinsonianos, indican
gue la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas podria estar relaciorada con
fendmenos de hiperoxidacién [5]. No es claro, sin embargo, si la hiperoxidacion es €
desencadenante o la consecuencia de la muerte neuronal .

La pérdida de neuronas dopaminérgicas induce secundariamente una disminucion muy
marcada de los niveles estriatales de dopamina. En general, €l déficit de dopamina es
mayor en e putamen que en € nlcleo caudado y en ambos e déficit de dopamina
muestra un gradiente rostrocaudal, 10 que sugiere una vulnerabilidad diferente de las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra a la neurodegeneracion [6].

ESTRES OXIDATIVO

En los Ultimos afios se ha descrito de forma repetida un incremento en los niveles de
peroxidacion lipidica en la sustancia negra y no en otras &eas de inervacion
dopaminérgica, en cerebros de pacientes parkinsonianos [7]. Estos hallazgos indican
que en la EP, la sustancia negra podria estar expuesta de forma continua a la accién de
radicales libres derivados de sustancias exégenas o endogenas.

La hipétesis del estrés oxidativo hace referencia a un dishalance entre la formacion de
oxidantes celulares, como el radical superéxido (O2) y radical hidroxilo (OH), y los
procesos antioxidantes. Estos derivados de oxigeno inducen dafio celular y ateraciones
de la permeabilidad de la membrana a través de reacciones en cadena de peroxidacion
lipidica[8].

Aungue no existe una prueba directa de que €l estrés oxidativo produce la muerte de
neuronas dopaminérgicas en la EP, halazgos en humanos y animales de
experimentacion apoyan esta hipotesis. Por gemplo, en cerebros de pacientes con EP la
proporcion Fe?*/Fe** es 2/1, frente a un cociente 1/2 en cerebros de sujetos de edad
similar [9]; la concentracion de glutation peroxidasa y catalasa esta reducida, se ha
descrito un incremento en la actividad de la superéxido dismutasa y finamente una
disminucién en € contenido de glutacion reducido [10,11]. Ademas, diversos autores
han descrito en la sustancia negra de pacientes parkinsonianos, un incremento de
productos secundarios de peroxidacién lipidica asociados a una disminucién en los



niveles de &cidos grasos polinsaturados [12]. Estos resultados son apoyados por €
hallazgo més reciente de un incremento de hidroperdxidos lipidicos en la sustancia
negra de cerebros con EP [13].

En la sustancia negra de sujetos control los niveles de RNAmM para superéxido
dismutasa CuzZn son muy elevados. Las células hibridadas positivamente contienen
neuromelanina 'y se encuentran localizadas preferentemente en la sustancia negra, pars
compacta 'y en menor grado en € érea tegmental ventral. De este modo, parece que €l
gen y la proteina de superéxido dismutasa CuZn se expresan de forma preferente en
aquellas neuronas més vulnerables a proceso patoldgico subyacente a la EP. Asi, las
neuronas que contienen neuromelanina requerian mayor cantidad de superdxido
dismutésa Cuzn para facilitar 1a eliminacion de radicales superdxido. Por otro lado, una
actividad elevada de superoxido dismutasa CuZn en estas células podria contribuir a una
mayor vulnerabilidad de las mismas, a incrementar la produccion de perdxido de
hidrégeno [14].

La localizaciéon neurona de superdxido dismutasa CuZn resulta interesante si tenemos
en cuenta la localizacion celular de glutation peroxidasa, enzima encargada de eliminar
el perdxido de hidrégeno del organismo. Estudios inmunohistoldgicos han demostrado
gue esta enzima se encuentra localizada exclusivamente en astrocitos [15]. Por tanto, el
sistema de defensa de las neuronas dopaminérgicas frente a los radicales libres requiere
un acoplamiento perfecto glia-neurona. En cerebros de sujetos control, la densidad de
neuronas glutation peroxidasa (+) es diferente en las distintas &reas dopaminérgicas. Por
giemplo, es muy elevada en areas dopaminérgicas que no degeneran en la EP, como la
sustancia gris central; estd muy reducida en la sustancia negra compacta (érea
dopaminérgica donde existe la mayor deplecién dopaminérgica en la EP), y es de valor
intermedio en el area tegmental ventral y region peri y retrorrubral caracterizadas por
una pérdida moderada de neuronas dopaminérgicas [16]. Estos hallazgos indican que las
neuronas dopaminérgicas odeadas de una densidad baja de células gliales, estarian
menos protegidas frente a la produccion de perdxido de hidrégeno. Por € contrario,
neuronas dopaminérgicas Situadas en zonas donde la densidad glia es muy elevada,
estarian mas protegidas frente a la accién toxica de los radicales libres,

En cerebros con EP se ha descrito un aumento del nimero de células gliales glutation
peroxidasa (+) [17]. Este incremento esta relacionado directamente con el grado de
pérdida neuronal dopaminérgica y representaria un mecanismo de defensa de las
neuronas todavia funcionantes, frente a la produccion de radicales libres. Ademas, en
homogeneizados de sustancia negra de pacientes parkinsonianos se han encontrado
alteraciones en la actividad de enzimas y sustratos implicados en la formacion de
radicales libres, como aumento en la actividad superoxido-dismutasa, disminucion de
los niveles de glutation y de la actividad de glutationperoxidasa, sin modificaciones en
la actividad de glutationtransferasa [18,19]. Estos resultados sugieren que los
mecanismos de defensa frente a la produccién de radicales libres estén alterados en la
sustancia negra de pacientes parkinsonianos.

Los metales pueden desempefiar un papel muy importante en diversas enfermedades
degenerativas del SNC. Asi, en la enfermedad de Wilson existe una alteracion en
metabolismo del cobre [20], €l aluminio se ha implicado como factor etiopatogénico en
la enfermedad de Alzheimer [21] y & manganeso en algunas formas de parkinsonismo
[22]. En el caso de la EP, € hierro podria participar en los mecanismos implicados en e



incremento de peroxidacion lipidica ya que produce radicales libres por si mismo [23] y
se une selectivamente a la neuromelanina produciendo complejos Fe?*/melanina que
pueden producir estrés oxidativo. En homogeneizados de cerebros parkinsonianos, €

contenido total de hierro esta incrementado de forma especifica en la sustancia negra,
con valores normales en otros nucleos de los ganglios basales como caudado y putamen
[25]. Este incremento de hierro podria interpretarse como un aumento en su transporte
al interior de las células dopaminérgicas en forma de complejos Fe-ferritina a través de
receptores de superficie especificos [26]. Sin embargo, no puede excluirse que €l
acumulo de Fe en € interior de las células sea un producto inespecifico de la
degradacién celular. En cerebros de pacientes con pardlisis supranuclear progresiva, en
la que existe una degeneracion dopaminérgica nigroestriada, 1os niveles cerebrales de Fe
son normales, 1o que sugiere que e acimulo de Fe descrito en la sustancia negra de
pacientes parkinsonianos no es meramente un marcador inespecifico de muerte celular
[27,28].

Modelos animales de EP apoyan también |a hipotesis de que € estrés oxidativo puede
desempefiar un papel muy importante en los mecanismos de muerte neuronal. Por
gemplo, e guelante del hierro desferoxamina y la vitamina E protegen a las neuronas
dopaminérgicas de la neurodegeneracion inducida por 6hidroxidopamina (6-OHDA)
[29]. Ademés, en este mismo modelo, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la N-
acetil-cisteina (NAC), precursor de glutation, bloquea la neurotoxicidad dopaminérgica
inducida por 6OHDA vy la conducta rotatoria contralateral en respuesta a agonistas
dopaminérgicos [30] (Figs. 1-4).

El mecanismo de neurotoxicidad de la 6 OHDA esta ligado a un incremento en la
produccién de HO, y radicales OH [32]. De este modo, € incremento de bs niveles
cerebrales de glutation inducida por la NAC, bloquearia la produccion de radicales OH
secundaria a la administracion de 6 OHDA, ya que € H>O, formado en exceso se
transformaria en H,O a través de la via dd glutation. Estos resultados resultan
interesantes s tenemos en cuenta, como se ha comentado anteriormente, que en
cerebros de pacientes parkinsonianos se ha descrito una disminucién de los niveles de
glutation a nivel de la sustancia negra. Por tanto, sustancias como la NAC que
incrementen los niveles cerebrales de glutatién podrian ser potencialmente eficaces
como tratamiento neuroprotector en la enfermedad de Parkinson.

Aunque la muerte neurona inducida por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina
(MPTP) parece estar ligada a una inhibicién directa del complejo | mitocondria por su
metabolito téxico MPP" [32], algunos autores han demostrado que la neurotoxicidad
producida por MPTP puede deberse en parte a un incremento del estrés oxidativo.
Chiueh et a [33] han demostrado que € efecto tdxico inducido por MPTP esta
relacionado con un exceso de produccion de radicales libres secundario a la liberacion
de dopamina inducida por la administracion del toxico. Por otro lado, Adams et a [34]
han descrito que lainteraccion de MPP'™ con NADH dehidrogenasa mitocondrial induce
un incremento de peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo. Recientemente, nuestro
grupo de trabajo [35] ha estudiado el efecto neuroprotector de la desferoxamina frente a
la toxicidad dopaminérgica inducida por inyeccion intraestriatal de MPP* en rata. En
este modelo, €l pretratamiento con desferoxamina no indujo cambios significativos en el
nimero de neuronas TH (+) de la sustancia negra homolateral ala inyeccion estriatal, en
relacion a grupo de animales que recibié salino (Figs. 57). Estos resultados sugieren
gue la produccién de radicales libres no es e principa mecanismo de toxicidad



neuronal ligado a MPTP. Sin embargo, no podernos excluir la posibilidad de que en €
paso metabdlico de MPTP a MPP* puedan formarse radicales libres con accion
neurotoxica.

La importancia del estrés oxidativo en la muerte neuronal dopaminérgica cobra una
relevancia capital a analizar €l posible efecto toxico que € tratamiento farmacol 6gico
con L-dopa puede tener sobre las neuronas dopaminérgicas. La dopamina, y en general
las aminas, son la fuente mas importante de radicales libres del organismo [36]. Por
tanto, en la EP, en la que existe un aumento del turnover de dopamina, el tratamiento
adicional con L-dopa aumentaria la producciéon de radicales libres hipotéticamente
toxicos. En cultivos de células dopaminérgicas la L-dopa ha demostrado ejercer una
acciéon neurotéxica [37]. Sin embargo, los resultados in vivo sobre su posible accién
neurotoxica son contradictorios [38,39]. Nuestro grupo ha demostrado que en un
modelo animal de EP presintomética (lesion parcial nigroestriada) la administracion de
150 mg/kg de L-dopa durante 8 semanas reduce de forma significativa e nimero de
neuronas TH (+) en la sustancia negra [40]. Estos resultados no demuestran que el estrés
oxidativo seala causa de la muerte neuronal dopaminérgica, pero sugieren que en la EP
las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pueden experimentar un dafio
adicional en presencia de un exceso de formacion de radicales libres. Ademas, obligan a
replantear € tratamiento farmacol 6gico de los pacientes parkinsonianos.

ESTRES OXIDATIVO Y MUERTE CELULAR MEDIADA POR REACCIONES
INMUNES

Las células gliales y los macrofagos pueden inducir estrés oxidativo y ser neurotoxicas
para las neuronas. El mecanismo por el cual los macréfagosy la microglia producen una
inhibicion metabdlica y finalmente la muerte neurona no es conocido, pero parece que
esta relacionado con la liberacion de sustancias enddgenas, como citocinas y écido
araquidénico [41,42]. Recientemente, se ha postulado que la sintesis de 6xido nitrico
(NO) por parte de estas células puede contribuir e iniciar los efectos neurotoxicos e
incluso la muerte neuronal [43]. La sintesis de NO se produce a través de la oxidacion
de L-arginina por NADH, catalizada por una monoxigenasa denominada Oxido nitrico
sintasa (NOS) [44]. La NOS no est localizada exclusivamente en los macréfagos y
células de la microglia, sno que existe una gran variedad de células, incluyendo
neuronas que contienen NOS [45]. En rata y primates no humanos, las técnicas de
inmunocitoquimica han localizado neuronas NOS (+) en poblaciones neuronaes
especificas, tales corno células granulares del cerebelo, neuronas del nicleo peddnculo-
pontino, neuronas espinosas grandes y medianas del estriado y cortex cerebral. A nivel
de la sustancia negra, la densidad de neuronas NOS (+) es muy baja [46].

El mecanismo de toxicidad ligado al NO no esta aclarado. Por un lado, la accion
neurotdxica puede estar ligada al propio NO, ya que en cultivos celulares se ha
demostrado que e NO inhibe directamente varios enzimas que contienen un complejo
catalitico activo hierro-sulfuro e incluyen los complgios I, Il y IV de la cadena
transportadora de electrones, la enzima del ciclo del acido citrico-aconitasa y la enzima
limitante de la replicacion de DNA, ribonucledtido reductasa [47-49]. La capacidad de
los macréfagos activados de inhibir los complejos hierro-sulfuro de estas enzimas asi



como de sintetizar NO y la formacién de complejos hierro-nitrosil en macrofagos
citotdxicos activados, hallevado a Lancaster et al a sugerir una interaccion directa entre
hierro y NO en los procesos de toxicidad ligados al NO [50].

Por otro lado, e NO como radical libre 'per s€, es una molécula altamente reactiva que
reacciona con oxigeno molecular y e anién superéxido [51]. Esta uUltima reaccién
induce la formacion del anion peroxinitrito (ONOQO’), molécula extremadamente
reactiva con propiedades oxidantes potentes. El anion peroxinitrito se descompone a su
vez en radical hidroxilo y didxido de nitrogeno, los cuales son potentes activadores de la
peroxidacion lipidica [52]. Sin embargo, recientes observaciones en leucocitos humanos
indican que e NO puede actuar neutralizando €l radical superdxido y creando de esta
manera una barrera quimica a los radicales libres citotéxicos [53]. Asimismo,
experimentos en ratones transgénicos con expresion elevada de SOD han llevado a la
conclusion de que SOD aumenta la toxicidad del oxigeno en  SNC a inhibir la
inactivacion del NO mediada por el anion superoxido.

EXCITOTOXICIDAD

El concepto de muerte neurona por excitotoxicidad fue acufiado por Olney [54] e
implica dos formas paraddjicas de accion de los aminoacidos excitatorios en e SNC.
Por un lado, actlan como neurotransmisores excitatorios en un nimero importante de
singpsisy a mismo tiempo pueden gercer una accidn neurotoxica.

El término excitotoxicidad apunta la posibilidad de que neurotransmisores endégenos,
como el glutamato, o neurotoxinas exdgenas como 3-N-oxalilamino-1-alanina (BOAA)
puedan inducir un dafio neuronal. Los dos tipos de receptores de aminoacidos
excitatorios implicados en € proceso de toxicidad son los NMDA y AMPA. La
estimulacion excesiva de receptores NMDA por glutamato o agonistas NMDA, induce
una entrada masiva de Ca®* al interior de la célula y la activacion de enzimas
especificos dependientes de calcio que producen la muerte celular. Por gemplo, la
activacion de capaina | y Il induce ateraciones del citoesgueleto; la activacion de
proteincinasa C y NOS conlleva la formacion de radicales libres toxicos y la activacion
de fosfolipasa Az produce la ruptura de los fosfolipidos de membrana. Los &cidos grasos
liberados en este proceso, como el &cido araguiddnico, alcanzan el espacio extracelular
y son transformados a su vez en radicales libres, manteniéndose de esta manera un
circulo vicioso de dafio celular [57,58]. Por ultimo, en un articulo reciente, White et al
[59] han demostrado en cultivos celulares de hipocampo que la disfuncién mitocondrial
es el primer paso en el mecanismo de excitotoxicidad.

La activacion de los receptores NMDA facilita ademés la entrada de iones Na' a
interior de la célula; los cuales inducen una despolarizacion de la membrana celular que
favorece la abertura de canales de calcio voltagje-dependientes de tipo L, aumentando de
este modo € flujo de cacio a interior de la cdlula [60]. La excitotoxicidad se ha
implicado como uno de los mecanismos responsables de la muerte neurona en
diferentes enfermedades degenerativas del SNC como la enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Huntington y enfermedad de Parkinson [5]. La implicacién de los
aminoacidos excitatorios en la muerte neuronal dopaminérgica es aportada
fundamentalmente por |os hallazgos obtenidos en model os experimentales de EP.



En 1989 Heikkila et al [61] describieron que el MK-801, antagonista no competitivo
NMDA, bloqueaba la neurotoxicidad inducida por metanfetamina pero no protegia alas
neuronas dopaminérgicas de la neurotoxicidad por MPTP. Posteriormente, diversos
autores demostraron que los antagonistas NMDA podian prevenir la muerte neuronal
dopaminérgica inducida por la administracion de MPP" directamente en la sustancia
negra [62]. Sin embargo, otros autores no han podido replicar estos resultados
administrando MPTP por via sistémica o a inyectar MPP" directamente en el estriado
[63]. Aunque los resultados obtenidos en roedores son contradictorios, los hallazgos
publicados en primates sugieren una participacion directa de los aminoacidos
excitatorios en la toxicidad dopaminérgica inducida por MPTP. Fornai et a [64] han
demostrado recientemente en primates cinamolgus, que MK-801 y € antagonista
competitivo acido NMDA  3-[(+)-2-carboxipiperazin-4-il-propil-fosfénico  (CPP),
reducen la deplecion dopaminérgica estriatal inducida por MPTP, disminuyen la pérdida
de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra y e desarrollo de sintomas
parkinsonianos. Por otro lado, se ha postulado que en la EP |a hiperactividad del nicleo
subtaldmico (NST) podria gercer una acion excitotoxica en los nucleos a los que
proyecta, ya que utiliza como neurotransmisor &cido glutdmico. Los principales nicleos
de proyeccion del NST son el globus pallidus, en su porcion lateral y medial, € nicleo
pedunculo-pontino y la sustancia negra parss reticulata. De este modo, la hiperfuncion
del NST podria hipotéticamente inducir un dafio por excitotoxicidad en la sustancia
negra. Recientemente, Piallat et a [65] han demostrado, en roedores, que la lesion del
NST previene la degeneracion neuronal dopaminérgica inducida por inyeccion estriatal
de 60OHDA. Sin embargo, en nuestro laboratorio no hemos podido confirmar estos
resultados en primates con subtalamotomia previa a la administracion de MPTP [66].
En este grupo de animaes, la densidad de neuronas TH (+) en la sustancia negra
homolateral alalesion del NST no mostré diferencias significativas al compararla con
el lado contralateral, aunque los animales desarrollaron un parkinsonismo asimétrico,
con menor sintomatol ogia parkinsoniana en el lado homolateral a la subtalamotomia.

ALTERACIONESMITOCONDRIALES

La cadena transportadora de electrones es esencial para la produccion de ATP. Es un
hecho conocido que e MPTP inhibe la NADH-ubiquinona reductasa (complgjo 1) de la
cadena transportadora de electrones mitocondrial [67]. Diversos trabajos han descrito
ateraciones similares del complgjo | mitocondrial en la sustancia negra 'y plaguetas de
pacientes parkinsonianos [68,69]. Aunque esta alteracién no es especifica de la EP,
algunos autores han stulado que puede ser un marcador para individuos con alto
riesgo de padecer la enfermedad [70].

Una deficiencia en e complegjo | comprometeria la sintesis de ATP y disminuiria las
fuentes de energia celular para diversos procesos metabdlicos como la sintesis de
glutation. Este mismo déficit se ha descrito en la EP y en animales intoxicados con

MPTP, sugiriendo la posibilidad de que la deficiencia en e complgo | sea la causa
comun subyacente a la neurodegeneracion en la EP. Por otro lado, estos hallazgos
oscurecen €l posible origen genético de esta enfermedad. EI complejo | mitocondrial

estd compuesto por 25 polipéptidos de los cuales 7 estan codificados por e DNA
mitocondrial. EIl DNA mitocondrial es heredado por via maternay no sigue un patrén de
herencia mendeliano, sino que es distribuido de forma randomizada en e momento de la
division celular. De este modo, un nimero desproporcionado de DNA mitocondrial



‘enfermo’ podria ser asignado de forma individual a las células en e momento de su
divisién. Por otro lado, e DNA mitocondrial experimenta un niUmero de mutaciones 10
veces superior a las del DNA nuclear y es particularmente vulnerable a toxinas
exogenas o de produccién enddgena. Todo ello apunta la posibilidad de que e dafio
mitocondrial con posterior alteracion de la sintesis de ATP, pueda ser el mecanismo
comun que conduzca a la muerte neurona en la enfermedad de Parkinson a través de
diferentes procesos. produccion de radicales libres, toxinas exdgenas o de produccion
enddgena o factores genéticos [70,71].

APOPTQOSIS

La apoptosis (muerte celular programada) es un proceso activo genéticamente
controlado, de suicidio o autodestruccion celular. Cuando este sistema se activa, se
producen una serie de eventos caracteristicos que incluyen: retraccidn celular y pérdida
de contacto con células vecinas, condensacion y fragmentacién de la cromatina y
abombamiento de la membrana celular [72]. Posteriormente, las células son degradadas
a unas particulas rodeadas de membrana (cuerpos apoptéticos) que contienen
fragmentos nucleares, organulos citoplasméaticos y citoplasma residual. Los cuerpos
apoptéticos son rapidamente fagocitados por los macréfagos, evitando asi una reaccion
inflamatoria [73].

Este modelo de muerte celular fue descrito por primera vez por Wyllie en timocitos y
posteriormente se ha observado en otros tipos celulares incluyendo neuronas [74]. La
apoptosis desempefia un papel muy importante en € desarrollo del sistema nervioso
central. Sin embargo, es posible, tedricamente, que una activacion anorma de este
programa de muerte celular pueda estar implicado en la patogénesis de diferentes
enfermedades degenerativas de inicio en la edad adulta como la EP.

Wick et a [75] demostraron que la L-dopa y dopamina tienen una accion anticancerosa
y téxica sobre células de melanoma in vitro e in vivo. Este efecto fue atribuido a una
accion genotoxica. De este modo, la DA probablemente a través de metabolitos
oxidativos produce un dafio sustancial en e DNA que se manifiesta por ruptura de sus
cadenas y nodificaciones de sus bases. Ademas, su genotoxicidad esta incrementada
por la actividad inhibitoria sobre otras vias enzimaticas responsables de los procesos de
reparacion de DNA, como DNA polimerasa, ribonucledtido reductasa y timidilato
sintasa. De esta forma, la L-dopa puede producir directamente dafio en el DNA e
interferir en los procesos de reparacion.

La aparicion de fragmentacion apoptética de DNA en la muerte neuronal inducida por
diversos agentes apunta la posibilidad de que ésta sea meramente una consecuencia de
los mecanismos anteriores que inducen a las células a morir o, por € contrario, que sea
la causa directa de la muerte celular. Aungque este punto no ha sido resuelto, existe
evidencia que implica a la apoptosis como causa primaria de muerte neuronal. En
primer lugar, se ha detectado fragmentacion intranucleosomal de DNA en cultivos de
células PC12 y neuronas simpéticas [76]. Por otro lado, € acido aurintricarboxilico,
inhibidor de la endonucleasa, previene la fragmentacidn apoptética de DNA e inhibe la
muerte celular inducida por la deprivacion de NGF en células PC12 y la producida por
glutamato en células corticales [77].



Si consideramos la posibilidad de que la fragmentacion apoptética de DNA por la
endonucleasa es la causa primaria de la muerte celular, resulta de gran interés conocer
los mecanismos de regulacion de la actividad de la endonucleasa en diferentes
condiciones que conducen a la muerte neuronal. A este respecto se han sugerido varias
hipétesis. En primer lugar es posible que las diferentes condiciones que provocan la
muerte celular induzcan la sintesis de endonucleasas, las cuales a expresarse darian
lugar a la fragmentacion de DNA y posterior muerte celular [78]. Otra posibilidad es
gue las endonucleasas se expresen de forma constitutiva en las células pero que éstas se
activen Unicamente en condiciones permisivas [79]. Por gemplo, determinadas
endonucleasas son activadas por calcio [80], por tanto situaciones que comprometan el
norma funcionamiento mitocondrial, como el edrés oxidativo 0 mecanismos de
excitotoxicidad que producen un incremento de la concentracion intracelular de calcio,
podrian inducir una activacion de endonucleasas y en consecuencia una muerte celular
por apoptosis. Por ultimo, es posible que los mecanismos de regulacion de muerte
celular apoptética no sean dependientes de la activacion de endonucleasas, sino que €l
DNA de determinadas células tenga una mayor susceptibilidad a la fragmentacion por
las mismas [81].

Aunqgue en cultivos celulares existe amplia evidencia de que determinadas toxinas o
agresiones externas pueden inducir una muerte celular apoptética, no significa
necesariamente que este sea e Unico mecanismo implicado en la degeneracion neuronal
gue ocurre en enfermedades como la EP [82] o la enfermedad de Alzheimer [83]. Sin
embargo, podria hipotetizarse que en determinadas circunstancias la exposicion
temprana a una determinada toxina o ateraciones del funcionamiento mitocondrial,
como las descritas en la EP, activen € programa de muerte celular apoptotica y
contribuyan de esta manera a la progresion de la enfermedad [84,85].

Addendum

La importancia del NO como factor ligado a la degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas ha sido demostrada recientemente. Por un lado, Hunot et a [86] han
descrito un incremento en la expresion de NOS inducible en las células gliales de la
sustancia negra de pacientes parkinsonianos y € inhibidor selectivo de la NOS neuronal
7-Nitroindazole (7-Nl) reduce de forma significativa la neurotoxicidad inducida por
MPTP en roedores y primates [87,88]
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Figura 1. A. Seccidon del cerebro de una rata tefiido con tionina en e que se observa la
SN anivel delainyeccion de 6-OHDA en un animal tratado con salino. B. Detalle de la
SN homolateral alalesién. C. Detalle de la SN contralateral alalesion.



Figura 2. A. Seccion del cerebro de una rata tratada con NAC tefiido con tionina en
gue se observa la SN anivel de la inyeccion de 66OHDA. B. SN homolateral. C. SN
contralateral.



Figura 3. A. Seccién paralela a la de la figura 1 tefiido con tionina. Se observa una
disminucion de céulas en la SN homolateral a la lesion. B. Detdle de la SN
homolateral. C. Detalle de la SN contralateral.
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Figura 4. A. Seccion paralela a la de la figura 2 teflido con tionina. No se observan
diferencias entre la SN homolateral alalesion (B) y contraateral (C).



Figura 5. A. Seccién del cerebro de una rata control tefiido inmunocitoquimicamente
con un anticuerpo anti- TH. Se observan tefiidas las neuronas DA de la SN. B. Detalle de
la SN derecha. C. Detalle de la SN izquierda.



Figura 6. Seccion del cerebro de una rata con lesién de SN inducida por inyeccion de
MPP" en estriado y tratada con salino. Las neuronas DA se han identificado mediante la
tincién especifica con un anticuerpo anti-TH. La SN contralateral al lado de lainyeccion
(A) tiene un nimero de células similar a la control, mientras que en la homolatera (B)
existe una disminucién en e ndmero de neuronas TH (+).

Figura 7. Seccién del cerebro de una rata con lesion de SN inducida por inyeccién de
MPP" en estriado y tratada con desferoxamina. La SN contralateral al lado de la
inyeccién (A) muestra un nUmero de neuronas TH (+) similar a control mientras que la
SN homolateral B) presenta una disminucion significativa de neuronas TH (+) igua

gue la correspondiente a los animal es tratados con salino.



