Extrés oxidativo y enfermedad de Parkinson

Oxidative stress and Parkinson’s disease

R. Larumbe

RESUMEN

La etiologia de la enfermedad de Parkinson (EP) es
desconocida. Se han postulado factores ambientales y
genéticos en el origen de la misma, pero sigue sin cono-
cerse la causa de la muerte neuronal dopaminérgica
que tiene lugar en la enfermedad. En la tltima década
los estudios sobre la patogenia de la enfermedad se
centran en los mecanismos de estrés oxidativo en la
pars compacta de la sustancia negra. Se ha descrito un
aumento en la formacién de radicales libres y una alte-
racion en los mecanismos de defensa antioxidante, que
podrian contribuir a la biopatologia de la EP. Los nive-
les de GSH estan muy deprimidos, a la vez que se ha
descrito un aumento del hierro en la sustancia negra.
Asimismo se ha constatado un aumento de la SOD, pro-
bablemente como mecanismo compensatorio. La posi-
ble implicacion del estrés oxidativo en la muerte neu-
ronal ha impulsado la investigacion del papel de ciertos
antioxidantes como agentes protectores frente a la EP.
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ABSTRACT

The etiology of Parkinson’s disease (PD) is still
unknown. Genetic factors and environmental exposure
have been suggested in the etiopathogenesis of the
disease. But the cause of dopaminergic cell loss in
patients with PD remains unknown. During the last
decade studies of the pathogenesis of PD have centred
on the oxidative damage to the substantia nigra pars
compacta. An increased free radical production and an
inadequate antioxidant defence system have been
reported, which could contribute to the biopathology
of PD. The GSH levels in the brain are decreased,and
iron levels in the substantia nigra are elevated. Moreo-
ver there are changes in SOD with an increased activity
in the substantia nigra. The possible implication of oxi-
dative stress in cell loss has encouraged research into
the role of certain antioxidant agents, such as dietary
compounds and drugs, as protective agents against
PD.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es
una entidad degenerativa de etiologia des-
conocida, que afecta a los nucleos pigmen-
tados del tronco del encéfalo. La enferme-
dad se caracteriza por la degeneracién de
las neuronas dopaminérgicas nigroestria-
das que, con origen en la zona compacta
de la sustancia negra (SNc), proyectan a
los niicleos caudado y putamen' (Figs. 1a,
1b). La pérdida de esta poblacién neuronal
induce, consecuentemente, una notable
disminuciéon de dopamina a nivel del
estriado (caudado y putamen).

La causa de la muerte neuronal dopa-
minérgica es desconocida. Los estudios
epidemiolégicos han encontrado un mayor
riesgo de padecer EP con la exposicién
ambiental a factores tales como sustancias
derivadas de los procesos industriales, uti-
lizaciéon de productos agroquimicos, o
vivir en un medio rural’>. La hipotesis de
que un toxico ambiental pudiera ser el ori-
gen de la EP vino apoyada por el descubri-
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miento de que la sustancia quimica 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) es selectivamente toxica frente a
las neuronas dopaminérgicas nigroestria-
das, y se pueden reproducir en animales
los hallazgos neuroquimicos, histopatolé-
gicos y clinicos propios de la EP".

Por otro lado, y aunque no se ha iden-
tificado ningtin defecto genético especifi-
co, debe considerarse un papel genético
en la etiopatogenia de la EP. Por una parte,
existen casos en los que se ha comproba-
do una transmision autosémica dominante
entre un 5 % y un 10 % de casos’. Por otro
lado, se han descrito anomalias en la cade-
na transportadora de electrones®, lo que
parece indicar que existirian alteraciones
del genoma mitocondrial. En este sentido
se han encontrado alteraciones en las
monoxigenasas Pys5(. El citocromo Pysg ,
responsable de la oxidacién de la debriso-
quina (CYP 2D6), muestra polimorfismo,
con mutacion heredada autosémica recesi-
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Figura la. Corte coronal del cerebro que muestra los ganglios basales en relacidn con las estructuras
adyacentes (Adaptado de Nieuwenhuys, Voogd y van Huijzen, 1981).
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Figura 1b. Principales conexiones anatdmicas de los ganglios basales. A. Los ntcleos caudado y puta-
men reciben casi todas sus aferencias de los ganglios basales. B. Las conexiones internu-
cleares entre todos los niicleos de los ganglios basales estan topograficamente organiza-
das. C. El tdlamo es el principal receptor de las proyecciones eferentes de los ganglios basa-

les.

va, lo que condiciona una alteracién en el
metabolismo de la debrisoquina®.

En los altimos anos se estd haciendo
hincapié en el papel etiopatogénico, tanto
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de toxicos endobgenos como de toxinas
ambientales, y de forma repetida se propa-
ga el concepto de que la excesiva forma-
cién de radicales libres, y el estrés oxidati-
vo que esto conlleva, conducen al daio
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celular y a la muerte neuronal dopaminér-
gica que tiene lugar en la EP’,

ESTRES OXIDATIVO

Las reacciones de oxidaciéon-reduccion
son procesos bioldgicos esenciales que
conducen a la formaciéon de diferentes
compuestos en los procesos metabdlicos
celulares. Estas reacciones conllevan la
transferencia de electrones y pueden gene-
rar productos conocidos como radicales
libres (RL) o especies reactivas de oxigeno
(ERO)".

La mayor fuente intracelular de radica-
les libres es la mitocondria, a través del
sistema de la citocromo-oxidasa que inter-
viene en la respiracién mitocondrial; por
otro lado, los radicales libres pueden tam-
bién generarse a través de procesos del
propio metabolismo celular, como a partir
de la via sintética del acido arico.

Los RL actiian sobre el DNA mitocon-
drial, que es muy susceptible al estrés oxi-
dativo, y existe evidencia de que este
mecanismo estd implicado en procesos
carcinogénicos. También los RL producen
oxidacién de las proteinas, con la consi-
guiente desconfiguracion estructural de
las mismas. A nivel de los lipidos, inducen
peroxidacién lipidica que conlleva la alte-
racion de la permeabilidad de la membra-
na celular y el correspondiente daho y
muerte celular’. Los peroxidos lipidicos
generados en estas reacciones en cadena
representan un indice del dano celular por
RL, y pueden medirse, por ejemplo el
malonildialdehido (MDA).

En condiciones fisiologicas existe un
equilibrio entre los factores que promue-
ven la oxidacion y los factores protectores
que regulan la formacién de RL.

La hipétesis del estrés oxidativo en la
patogenia de distintas enfermedades se
refiere a un disbalance entre la formacion
de radicales libres, como el radical supe-
roxido (O9™ ), el peréxido de hidrégeno
(H909) y el radical hidroxilo (OH-), y los
procesos de defensa antioxidante. EI dano
oxidativo esta involucrado directamente
en diversas afecciones del sistema nervio-
so central tales como la isquemia cerebral,
el traumatismo craneoencefélico y enfer-
medades neurodegenerativas, entre ellas
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la EP, la enfermedad de Alzheimer o la
Esclerosis Lateral Amiotroéfica.

La hip6tesis de que los RL y el estrés
oxidativo contribuyen de manera sustan-
cial en la patogénesis de la EP deriva fun-
damentalmente de los datos bioquimicos e
histopatolégicos puestos en evidencia en
tejido de pacientes parkinsonianos y se
apoya en hallazgos de estudios in vitro y
de la experimentacién animal, como el
modelo de parkinsonismo inducido por el
I-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) o el potencial efecto neurotoxico
de la L-Dopa.

Efecto téxico del MPTP

Es conocido que el MPTP, a través de
su metabolito, el 1-metil-4-fenilpiridina
(MPP*), produce una disfuncién mitocon-
drial por inhibicién directa del Complejo [
mitocondrial. Esta disfuncién mitocon-
drial puede por si misma dar lugar a una
formacion excesiva de RL. Pero también se
ha descrito que la interaccion de MPP?*
con ciertas moléculas como el NADH dehi-
drogenasa mitocondrial, provoca un
aumento de peréxido de hidrégeno y radi-
cales hidroxilo". Chiueh y col.” han
demostrado ademas que el efecto toxico
inducido por el MPTP esté relacionado con
un exceso de produccién de radicales
libres, secundario a la liberacion de dopa-
mina inducida por la administraciéon del
toxico. Sin embargo, Luquin y col.” tras un
estudio en ratas pretratadas con desfero-
xamina a las que se inyect6 intraestriatal-
mente MPP*, concluyen que la produccién
de radicales libres no es el principal meca-
nismo de toxicidad neuronal ligado al
MPTP.

Metabolismo de la dopamina y estrés
oxidativo

La dopamina, y las aminas en general,
son la fuente mas importante de radicales
libres del organismo'. Por cada mol de
amina oxidado, se forma un mol de peroxi-
do de hidrégeno. En la EP, en que existe un
aumento del turnover de dopamina, a lo
que se suma el tratamiento adicional con
L-Dopa, la producciéon de radicales libres
toxicos estaria muy aumentada.
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La autoxidacion de la dopamina condu-
ce a la produccién de semiquinonas que
son por si mismas toxicas y pueden ade-
maés generar RL". Pero es ain mas decisivo
el metabolismo enzimatico de la dopami-
na, que conduce no sélo a la producciéon
de metabolitos deaminados como el acido
homovanilico o el 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC), sino también a la formacién de
potentes oxidantes celulares como el pero-
xido de hidrégeno (Ho09 )y el OH™ . En los
estadios iniciales de la EP, debido al
aumento del turnover de dopamina y con
el efecto anadido del tratamiento con [-
Dopa, podria producirse un exceso de
HoOg . En condiciones normales, el HyO9
es inactivado por el glutatiéon (GSH) en una
reaccién catalizada por el enzima glutatiéon
peroxidasa. Pero si este sistema del GSH
no funciona bien, el HyO9 puede transfor-
marse en el radical OH", desencadenando-

ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDAD DE PARKINSON

se asi la peroxidacién lipidica de la mem-
brana y la muerte celular.

Aunque los resultados sobre la accion
neurotoéxica de la L-Dopa in vivo son con-
tradictorios''", se ha demostrado su
accion neurotdxica en cultivos de células
dopaminérgicas®™. En cualquier caso, el
efecto toxico de la dopamina no seria el
origen de la neurodegeneracién en la EP.

EVIDENCIA DE ESTRES OXIDATIVO
EN LA ENFERMEDAD DE PARKIN-
SON

Aunque no existen pruebas directas de
que el estrés oxidativo sea el responsable
de la muerte de células dopaminérgicas en
la EP, distintos hallazgos en humanos y
animales de experimentacién apoyan esta
hipétesis (Tabla 1).

Tabla 1.  Hallazgos indicativos de estrés oxidativo en la enfermedad de Parkinson.

e { Glutatién reducido en la SN

° T Hierro en la sustancia negra

. | glutatién peroxidasa

e T actividad de la superéxido dismutasa (SOD)

° T productos derivados de la peroxidacion lipidica (p. ej., malonildialdehido)
° | &cidos grasos polinsaturados en la sustancia negra

° Alteracion del complejo I mitocondrial

e Alteracion de la o-cetoglutarato dehidrogenasa mitocondrial

1. En la EP se ha constatado que los
niveles de hierro en la sustancia negra
gSN) estan elevados con una proporcion Fe

*/Fe 3+ de 2:1, frente a un cociente 1:2 en
cerebros de sujetos normales de edad
similar™*. En otros nuacleos de los ganglios
basales como el caudado y el putamen, en
cambio, los valores son normales. El hie-
Iro reacciona con el per6xido de hidrége-
no y acelera la peroxidacion lipidica, ya
que produce radicales libres cuando se
encuentra en la forma reactiva®. Existe
controversia, sin embargo, sobre si el hie-
7o que se acumula en la SN es o no hierro
reactivo. El hierro mas reactivo es aquel
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que no se encuentra unido a la ferritina. Un
estudio ha demostrado que los niveles de
ferritina neuronal no estan disminuidos en
la EP, sino que existe mas bien un fallo de
los mecanismos de autorregulaciéon que
deberian ponerse en marcha ante el
aumento de hierro”. No se sabe con certe-
za si el aumento de hierro en la SNc exce-
de la capacidad de union a la transferrina,
o si existe hierro libre en la SN. El aumento
de hierro podria interpretarse como un
incremento en su transporte al interior de
las células dopaminérgicas en forma de
complejos Fe-ferritina a través de recepto-
res de superficie especificos®, aunque tam-
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bién cabe la posibilidad de que su acimu-
lo intracelular represente un producto
inespecifico de la degradacién celular”.

2. Existe un acuerdo undnime de que
los niveles de glutatién reducido (GSH)
estan disminuidos en el cerebro de pacien-
tes con EP**, Este déficit es especifico de
la SNc y no se encuentra en otras regiones
cerebrales ni en otras enfermedades neu-
rodegenerativas que afectan a los ganglios
basales. El déficit de GSH puede reducir el
aclaramiento de HyO9 y promover la for-
macién de radicales OH 7, en una reaccion
catalizada por el hierro. No se conoce la
causa por la que los niveles de GSH estan
disminuidos en la EP. El estrés oxidativo o
las anomalias mitocondriales pueden pro-
ducir una deplecién irreversible del gluta-
tion, pero este hecho no ha sido estableci-
do en la EP. No se han encontrado tampoco
modificaciones en la actividad de la gluta-
tion transferasa ni de la glutatiéon reducta-
sa”. Los datos en cambio son contradicto-
rios respecto a la glutation peroxidasa.
Aunque la mayoria de estudios sugieren
una disminucién en la actividad de la glu-
tation peroxidasa®, otros sin embargo
encuentran una actividad normal®. La glu-
tation peroxidasa es una enzima encargada
de eliminar el peréxido de hidrégeno del
organismo, y se encuentra localizada
exclusivamente en astrocitos™. Por tanto,
las neuronas dopaminérgicas rodeadas de
una baja densidad de células gliales esta-
ran menos protegidas frente a la produc-
cién de perdxido de hidrogeno, mientras
que aquellas localizadas en areas con gran
componente glial, estaran mas protegidas.

3. En los homogeneizados de SN de
pacientes parkinsonianos se ha encontra-
do ademds un aumento en la actividad
superéxido dismutasa (SOD) en la pars
compacta”. La SOD, junto con la catalasa y
la glutation peroxidasa, son las enzimas
responsables de la degradacion del Oy™y el
HoO9. Existen tres formas distintas de
SOD, codificadas por tres genes diferentes:
La SOD-CuZn, que se encuentra en el cito-
plasma de las células; otra forma de SOD-
CuZn extracelular, que se encuentra en
concentraciones muy bajas en los fluidos
extracelulares y plasma y la SOD-Mn. Los
niveles de RNAm para SOD-CuZn son muy
elevados en la SN, y se expresan funda-
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mentalmente en las neuronas que contie-
nen neuromelanina. Podria pensarse que
las neuronas que contienen neuromelanina
precisan mayor cantidad de SOD CuZn
para eliminar los radicales superoxido. Por
otro lado, una actividad elevada de SOD en
estas células podria contribuir a una
mayor vulnerabilidad de las mismas al
dano oxidativo, dado el aumento en la pro-
duccién de peroxido de hidrégeno™.

4. En diversos trabajos se han descrito
alteraciones del Complejo I mitocondrial
en la SN y en plaquetas de pacientes con
EP*, Este déficit es exactamente el mismo
que ocurre en la toxicidad por MPP* | enla
que existe una inhibicién de la NADH-ubi-
quinona reductasa de la cadena transpor-
tadora de electrones mitocondrial*. No se
conocen los motivos por los que existe
este trastorno del Complejo 1 mitocon-
drial. No se han encontrado anomalias
estructurales en las proteinas, ni mutacio-
nes del DNA mitocondrial®. El déficit del
complejo 1 mitocondrial compromete la
sintesis de ATP, con lo que disminuye la
fuente de energia celular para diversos
procesos metabélicos. Podria ser éste el
mecanismo final causante de la muerte
neuronal en la EP¥.

5. En fechas recientes ha cobrado inte-
rés el papel del 6xido nitrico (NO) en la
produccién de dano oxidativo en la EPY. El
NO se produce a través de la oxidacion de
L-arginina por la NADH. Esta reaccién esta
catalizada por la monoxigenasa denomina-
da 6xido nitrico sintasa (NOS)*. La NOS
esta localizada en una gran variedad de
células: macrofagos, células de microglia y
neuronas. kn la SN, existen pocas neuro-
nas que contengan NOS¥. La accidn toxica
del NO puede estar mediada por la forma-
cion de peroxinitrito (ONOO?) que deriva
de la interaccién del NO con radicales
superoxido™. El anidén peroxinitrito, ade-
méas de una potente molécula oxidante,
puede descomponerse en radical hidroxilo
y diéxido de hidrégeno, que a su vez son
potentes activadores de la peroxidacion
lipidica". El NO puede también inhibir la
cadena respiratoria mitocondrial, funda-
mentalmente el complejo IV*?. Hunot y
col.® han descrito recientemente un
aumento en la expresiéon de NOS inducible
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en las células gliales de la SN de pacientes
parkinsonianos.

ANTIOXIDANTES Y ENFERMEDAD
DE PARKINSON

La posible implicacion de los mecanis-
mos de estrés oxidativo en la patogénesis
de la EP, ha llevado a investigar el papel de
los compuestos antioxidantes en la defen-
sa frente a la enfermedad. Son diversos los
agentes antioxidantes relacionados con la
EP (Tabla 2).

Tabla 2.  Antioxidantes investigados en la
enfermedad de Parkinson.

Antioxidantes especificos

¢ GSH

¢ Superoxido dismutasa (SOD)
e Catalasa

Antioxidantes inespecificos
¢ Vitamina E (o-tocoferol)
¢ Vitamina C

e Carotenos

e Retinol

Antioxidantes de sintesis
e Selegilina

e N-acetil-cisteina

e Desferoxamina

La mayor parte de mecanismos antioxi-
dantes de defensa estudiados en el cere-
bro de pacientes parkinsonianos parecen
encontrarse intactos, aunque se ha cons-
tatado, como ya se mencion6 anteriormen-
te, un aumento en la actividad de la SOD
(superéxido dismutasa) y una marcada
reduccion de los niveles de glutation redu-
cido. La catalasa no sufre modificaciones.

Por otro lado se han llevado a cabo
diversos estudios que han examinado el
papel de los antioxidantes de la dieta en la
proteccion frente a la EP. Se ha postulado
que la ingesta de antioxidantes en altas
cantidades podria reducir el riesgo de
padecer EP o enlentecer el curso de la
enfermedad*". Sin embargo los datos de
los distintos trabajos son inconsistentes.
Se ha apuntado que el consumo de alimen-
tos ricos en vitamina E (o-tocoferol) en
épocas tempranas de la vida, podria dis-
minuir el riesgo de EP**. En otros estudios
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sin embargo no se ha encontrado tal aso-
ciacion™ También se ha investigado la
implicacion de la vitamina C (acido ascor-
bico) y los carotenos en la EP. Pero los tra-
bajos publicados no sefialan ninguna rela-
cién consistente™ ¥,

Otro cuerpo de informacién procede
de los datos obtenidos del uso de agentes
terapéuticos de accidén antioxidante en
pacientes con EP y en modelos de experi-
mentacién animal.

El agente més estudiado es la selegili-
na®, un inhibidor de la enzima monoami-
no-oxidasa B (MAO-B) que interviene en el
metabolismo oxidativo de la dopamina. La
selegilina ha demostrado tener un efecto
protector del dano celular inducido por
MPTP*. Y se ha extendido su uso como
agente terapéutico en el tratamiento de la
EP, tanto por el efecto sintomético que
ejerce, como por su potencial accién neu-
roprotectora. En este sentido Olanow y
col” han demostrado que la selegilina
retrasa la progresion de los signos y sinto-
mas de la EP, gracias a este efecto neuro-
protector, aunque no frena la progresion
de la enfermedad.

En modelos animales de EP también se
ha comprobado que el quelante del hierro
desferoxamina protege a las neuronas
dopaminérgicas de la neurodegeneracion
inducida por 6-hidroxidopamina (6-
OHDA)*.

En un modelo similar al anterior,
Luquin y col.® han demostrado que la N-
acetil-cisteina (NAC), precursora del gluta-
tion, bloquea la neurotoxicidad dopami-
nérgica inducida por 6-OHDA.
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