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Resumen

INTRODUCCION: Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de padecimientos
con diferentes manifestaciones clinicas, que presentan muerte selectiva de uno o mas
grupos neuronales y aunque no se conoce el mecanismo exacto que desencadena dicha
muerte neuronal, un gran nimero de investigaciones apuntan hacia la mitocondria como
un elemento clave. De hecho, algunos modelos de enfermedades neurodegenerativas se
generan al dafiar a la mitocondria, tal es el caso del acido 3-nitropropionico (3-NP), una
toxina producida por algunos hongos y plantas, que debido a su similitud estructural con el
succinato, inhibe irreversiblemente a la enzima succinato deshidrogenasa, con lo cual se
desencadena una serie de eventos moleculares que dependiendo de las dosis y tiempo
de administracion del 3-NP pueden llevar a la muerte selectiva de las neuronas medianas
espinosas de estriado y generar caracteristicas de la enfermedad de Huntington (EH).
Debido a todo esto, se ha postulado a la proteccion mitocondrial como un blanco contra
las enfermedades neurodegenerativas.

Recientemente se ha encontrado evidencia de que los acidos grasos -3 juegan un papel
importante en el mantenimiento de la integridad y funcion mitocondrial principalmente en
higado y corazon; ademas que se ha mostrado que la presencia de estos acidos grasos
mejora capacidades cognitivas, de aprendizaje y memoria. Algunos estudios muestran
gue la administracion de acidos grasos -3 disminuye las deficiencias de movimiento que
se presentan en modelos animales de enfermedades neurodegenerativas y que la
administracion de acidos grasos w-3 puede inducir la expresion de genes relacionados
con el metabolismo oxidativo y la biogénesis mitocondrial, sin embargo pocos estudios
han evaluado el efecto de los acidos grasos w-3 en modelos de neurotoxicidad y solo muy

recientemente se ha comenzado el estudio de la mitocondria en dicho efecto.

OBJETIVO: Evaluar el efecto de la administracion de aceite de higado de bacalao (AHB),
una fuente rica en acidos grasos w-3, sobre la disfuncion mitocondrial generada por el
3-NP.

DISENO EXPERIMENTAL: Primeramente, se evalud el efecto del 3-NP sobre la funcion
mitocondrial, para esto se administré 3-NP a ratas Wistar de 250 g en 3 diferentes dosis:
5, 10 y 15 mg/kg/24 h durante tres dias; al cuarto dia se evalud la actividad exploratoria
de los animales, se obtuvo la fraccion mitocondrial de estriado y se determind la funcion
mitocondrial por medio del estudio del consumo de oxigeno, el potencial transmembranal,
la capacidad de sintesis de ATP y la actividad de los complejos I-IV de la cadena

transportadora de electrones (CTE).



Posteriormente, se evaluo el efecto del AHB sobre la disfuncion mitocondrial generada por
el 3-NP, para lo cual se formaron tres grupos experimentales: a) Control, b) 3-NP
15 mg/kg/24h por tres dias y ¢) AHB 0.5 ml/kg/24 h por 15 dias + 3-NP; al término del
tratamiento se evalud la actividad exploratoria de los animales, asi como la funcién

mitocondrial en estriado.

RESULTADOS: La administracion sistémica de 3-NP caus0 una disminucion en la
actividad exploratoria de las ratas a la dosis mas alta utilizada (15 mg/kg). En lo que
respecta a los efectos de esta toxina en la mitocondria, la actividad de los complejos Il y 11l
de la CTE, asi como la capacidad de sintesis de ATP (complejo V) se inhibieron cerca de
un 50% independientemente de la dosis utilizada, a diferencia del consumo de oxigeno,
gue disminuy6 de forma dosis-dependiente. Por otro lado, el 3-NP no afect6 el potencial

transmembranal ni la actividad de los complejos mitocondriales | y V.

Con base en estos resultados, se eligié la dosis de 15 mg/kg para evaluar el efecto del
AHB, la administracion de este aceite previno la disminucién de la actividad exploratoria
por el 3-NP; a pesar de esto, el AHB no tuvo efectos sobre la inhibicion del complejo Il 'y
tampoco restaurd ICR, sin embargo no solo restauré la actividad del complejo 1ll, si no
gue presentd una sobreactivacion del 40%, de igual forma el complejo 1V, a pesar de que
no se afectdé por el 3-NP, la administracion de AHB genero un aumento del 100% en su

actividad.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS: ElI AHB previene la disminucién de la conducta
exploratoria que se presenta tras la administracion de 3-NP; En cuanto a su funcién en la
mitocondria, el AHB no actla directamente sobre la actividad del complejo Il, pero si tiene
la capacidad de aumentar la actividad de los complejos Il y IV en presencia de un dafo
generado a la mitocondria. Se propone profundizar el estudio del mecanismo por el que

se presenta la sobreactivacion de estos complejos.



1. ANTECEDENTES

1.1 Mitocondria

La mitocondria (del griego: mitos, filamento + chondros, granulo) es el lugar donde se
lleva a cabo el metabolismo oxidativo en eucariontes. A menudo es llamada “planta de
energia de la célula” ya que contiene las enzimas del ciclo del acido citrico, enzimas que
catalizan la oxidacién de acidos grasos, enzimas y proteinas redox involucradas en el
trasporte electronico y la fosforilacion oxidativa (Voet, 2006). En los organismos aerobios
mas del 90% de ATP que se necesita para mantener las funciones biolégicas proviene de

las mitocondrias.

1.1.1 Anatomia mitocondrial

Las mitocondrias varian en forma y tamafio, en funcién de su origen y estado metabdlico,
pero por lo general son de forma oval, tipicamente de unos 2 um de longitud y 0.5 um de
diametro, aproximadamente del tamafio de una bacteria (Berg et al; 2009). Una célula
eucarionte contiene de 200 a 2000 mitocondrias, dependiendo del tipo celular, el mayor
namero de mitocondrias se encuentra en células metabdlicamente mas activas tales como
el masculo esquelético y cardiaco, el higado y el cerebro (Pieczenik y Neustadt; 2007).
Estos organulos se encuentran presentes en todas las células humanas (excepto en los
eritrocitos maduros); y varian en cuanto a forma y nimero dependiendo del tipo celular
(Metzler, 2003).

La mitocondria esta formada por dos bicapas lipidicas, una interna y otra externa, cada
una de 5-7 nm de grosor, la membrana externa es altamente permeable a sustancias de
10 KDa o menos, debido a la presencia de poros de aproximadamente 2 nm de diametro,
a diferencia de la membrana interna, la cual es impermeable a muchas sustancias, solo
moléculas neutrales de <150 Da pueden atravesarla, pero el ingreso de todas las demas
sustancias incluidos los iones pequefios como H*, K*, Na®, y CI" esta altamente regulado
(Metzler; 2003). Después de que la mitocondria fue vista en células vivas, se hizo
inmediatamente evidente que las mitocondrias estan lejos de ser estaticas, (Youle y Bliek;
2012) estos organulos se encuentran formando una compleja red dentro de la célula
(Dupuis; 2013) la cual esta continuamente regulada, por el balance entre los eventos de

fusion y fision.



1.1.2 Funcion de la mitocondria

Las mitocondrias son las principales generadoras de adenosin trifosfato (ATP) ya que
producen mas del 90% de éste a través de la fosforilacion oxidativa (FO) (Kidd, 2005),
ademas estan implicadas en otras vias metabdlicas, incluida la sintesis de acidos grasos,
gluconeogenesis, esteroidogenesis, sintesis de hemo y ciclo de la urea. Por otra parte, la
mitocondria junto con el reticulo endoplasmico, controlan la homeostasis del calcio y la
apoptosis (Scorrano L, 2013).

La produccion de energia dentro de la mitocondria es el resultado de dos procesos
metabdlicos coordinados: el ciclo de Krebs y la CTE. El ciclo de Krebs produce algo de
ATP mediante la degradacién de carbohidratos y acidos grasos, sin embargo su principal
trabajo es producir las coenzimas nicotinamida adenina dinucle6tido reducido (NADH) y
flavin adenin dinucleétido reducido (FADH,) para que éstas entren en la CTE (Pieczenik
y Neustadt; 2007).

La via general para la produccién de energia dentro de la mitocondria es la siguiente: el
catabolismo de la glucosa en el citosol produce dos moléculas de piruvato, que pasan a
través de la doble membrana de la mitocondria donde se encuentra el complejo de la
piruvato deshidrogenasa, enzima que en alta demanda de energia transforma las dos
moléculas de piruvato en dos moléculas de acetil coenzima A, éstas entran al ciclo de
Krebs y producen 3 moléculas de NADH y 2 moléculas de FADH,, en total 6 NADH y 4
FADH, por molécula de piruvato. Posteriormente, el NADH y el FADH, donan sus
electrones a los complejos | y II, respectivamente, de la CTE. La ubiquinona transporta
estos electrones al complejo 11, de donde el citocromo c los transfiere al complejo IV. El
flujo de los electrones a través de los complejos genera un gradiente electroquimico, el
cual tiene como resultado final la reduccion del O, a H,O por el complejo IV; a la par
ocurre un flujo de protones que son bombeados por los complejos |, Il y IV a través de la
membrana mitocondrial interna (MMI) hacia el espacio intermembranal (El), para
establecer una fuerza protébn motriz, la cual es usada por la ATP sintasa para fosforilar
adenosin difosfato (ADP) y formar ATP.

1.1.3 Cadena transportadora de electrones (CTE)

La CTE estd embebida en la bicapa lipidica de la MMI y estd compuesta por cinco
complejos enzimaticos multiméricos (I-V) y dos trasportadores maviles de electrones que
actian secuencialmente (Eckert; 2013), la mayoria son proteinas integrales de membrana

con grupos prostéticos capaces de aceptar o donar uno o dos electrones (Fig 1.1.2).
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Figura 1.1.2. Cadena transportadora de electrones. En los recuadros grises se indican los

principales inhibidores de cada complejo.

Complejo I o NADH: Ubiguinona Oxidorreductasa. Es una enzima formada por 42

cadenas polipeptidicas diferentes, este es el mayor complejo de la CTE, incluye un
mononucleotido de flavina (FMN) y al menos 6 centros hierro-azufre. Este complejo tiene
forma de L con uno de los brazos dentro de la membrana interna y el otro extendido en la
matriz mitocondrial (Leninger; 2008).

Los electrones fluyen en el complejo | desde el NADH a través de FMN y una serie de

complejos hierro-azufre (Fe-S) hasta la ubiquinona (Q), la cual se reduce a ubiquinol

(QH>).

NADH + Q + Hiyarrizy = NAD* + QH? + 4H(gspacio INTERMEMBRANAL)

El flujo electronico produce un bombeo de cuatro protones desde la matriz al espacio
intermembranal.

El ubiquinol (QH;; forma totalmente reducida de la quinona) difunde libremente a través
de la membrana y actua transfiriendo los electrones desde el complejo | al complejo Ill.
Los barbitaricos y otros compuestos como la rotenona inhiben el transporte de electrones
en este complejo, al bloquear la transferencia desde Fe-S hasta la Q (Krishnamoorthy Y
Hinkle; 1988).
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Complejo Il. Succinato deshidrogenasa. Esta enzima cataliza la oxidacion de succinato

a fumarato. EI complejo estd formado por cuatro subunidades, una de ellas de masa
molecular de 70 KDa que contiene flavin adenin dinucel6tido (FAD) unido covalentemente
a un residuo de histidina, otra subunidad de 30 KDa que contiene tres centros Fe-S y dos
proteinas hidrofébicas pequefias (Devlin; 2004). Durante la oxidaciéon de succinato a
fumarato se transfieren primeramente dos electrones y dos protones al FAD, el FADH,
formado transfiere los electrones a la ubiquinona via los centros Fe-S del complejo Il en

las dos reacciones siguientes:
succinato — fumarato + 2H™ + 2e~

Q+ 2H* +2e” - QH,
(Global) succinato + Q — fumarato + QH,

El complejo Il no bombea protones al especio intermembranal por lo cual solo alimenta de
e a la CTE, consecuentemente se forma menos ATP a partir de la oxidacion de FADH,
gue a partir de NADH.

Complejo lll o _Ubigquinona: citocromo _c oxidorreductasa. ElI complejo Ill, también

llamado citocromo bc es un complejo dimérico con una masa molecular de 25 KDa para
cada monomero, tiene una forma de pera con un dominio que sobresale hacia la matriz
mitocondrial y otro pequefio dominio que sale hacia el espacio intermebranal. Cada
monomero consta de 11 subunidades, de las cuales tres tienen grupos prostéticos que
actlian como centros redox, estos son el citocromo b y el citocromo c;, cada uno de los
cuales contiene un grupo hemo y una proteina ferrosulfurada de Rieske (Devlin; 2004).
Este complejo cataliza la transferencia de electrones desde el QH; al citocromo ¢ oxidado
con el transporte vectorial de protones de la matriz al espacio intermembranal.

El flujo de un par de electrones a través de este complejo produce el transporte neto
efectivo de 2H" al lado citoplasmatico, el paso de e y protones a través del complejo IlI

se puede describir como la ecuacion neta para la reaccion redox del ciclo Q:

QH, + 2 Cit cox + 2 Hiyatrizy = Q+ 2 Cit Creq + 4H ciropLASMA)

El ciclo Q adecua el intercambio de e entre la Q (acarreadora de 2€") y los citocromos
bse2, bses, C1 Yy C (acarreadores de e7) y explica la estequiometria mediada de 4H"
bombeados por par de electrones que pasan a través del complejo Il al citocromo c.

La antimicina A es un antibidtico que se une al citocromo b del complejo 11, con lo cual

bloquea la continuidad del transporte de electrones (Ramachandran y Gottlieb; 1961).
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Citocromo_C. A través del complejo lll se transfieren electrones al citocromo c, una

pequefia proteina globular hidrofilica con una masa molecular de 13 KDa, contiene un
grupo hemo plano situado en el centro de la proteina rodeado por residuos hidrofobicos.
Al igual que la ubiquinona, funciona como un transportador movil en la CTE. Esta proteina
esta unida débilmente a la superficie exterior de la membrana interna mediante fuerzas
electrostéticas donde se une al citocromo c; del complejo Il y acepta electrones, el
citocromo c reducido se desplaza a continuacion a lo largo de la superficie de la
membrana en donde interacciona con la subunidad 2 de la citocromo ¢ oxidasa y cede
sus electrones al sitio Cua.

Ademéas de su importante participacion en la CTE, el citocromo ¢ es uno de los
activadores mas potentes de la apoptosis ya que al ser liberado de la mitocondria llega al
citoplasma donde activa toda una cascada de enzimas proteoliticas llamadas caspasas,
las cuales tienen como fin la muerte programada de la célula (Berg et al; 2009). Por lo

cual es citocromo c es ampliamente utilizado como un marcador de apoptosis.

Complejo IV o citocromo oxidasa El complejo IV cataliza la transferencia de electrones

desde el citocromo c al oxigeno molecular reduciéndolo a H,O, en un mecanismo
acoplado a el bombeo de cuatro protones al espacio intermembranal (Nelson y Cox;
2008). Este complejo enzimatico de 20 KDa que contiene trece subunidades, tres de las
cuales estan codificadas por el propio genoma mitocondrial (Berg et al; 2009). Las tres
subunidades mayores del complejo IV son esenciales para que la enzima sea funcional,
estas son codificadas por ADN mitocondrial (ADNmit) y son homologas a las tres Unicas
subunidades de la citocromo oxidasa bacteriana, el resto de las subunidades del complejo
IV de los mamiferos estan codificados por el DNA nuclear y funcionan como subunidades
reguladoras o en el ensamblaje de la enzima. El complejo posee dos grupos hemo, un
citocromo a y otro as, asi como dos centros de cobre (uno denominado Cua Yy el otro
Cug).

Los electrones transportados por el citocromo c reducido desde el complejo Il se
transfieren al complejo IV, el citocromo ¢ se une al centro de cobre Cu, y le transfiere un
electron, el cual pasa al hemo y de alli se conduce al centro binuclear (que esta formado
por cug y el hemo a3), el cual es el centro activo para la reduccién de oxigeno. En
conjunto se requieren cuatro electrones para reducir el oxigeno molecular, con la
recepcion de cuatro protones dese la matriz que originan con ello dos moléculas de agua.
Al mismo tiempo se transportan cuatro protones, desde el lado de la matriz hasta el

espacio intermembranal.
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La citocromo c oxidasa trasfiere de forma neta cuatro electrones de cuatro moléculas de
citocromo ¢ a una molécula de oxigeno, que se reduce a dos moléculas de agua, con lo
cual se requiere cuatro protones, al mismo tiempo que cuatro protones son bombeados
desde la matriz hasta el espacio intermembranal. La reaccion global que se cataliza en
este complejo es:

4 cit ¢ req + 8H{marrizy + 02 = 4cit Cox + 4H{crropLasma) + 2 H20

Diferentes moléculas como el cianuro, la azida y el mondxido de carbono compiten con la
union de O, al centro binuclear del complejo IV, por lo cual estos compuestos inhiben el
complejo y por ende bloquean la CTE (Muller-Sterl; 2008).

ATP sintasa o F1F0-ATPasa La ATP sintasa o complejo V, es un gran complejo

enziméatico que se encuentra embebido en la membrana mitocondrial interna, cataliza la
formacion de ATP a partir de ADP y Pi, y consta de dos componentes (o factores)
distintos: F; una proteina periférica de membrana, y Fo, una proteina integral (Nelson y
Cox; 2008).

La transferencia de electrones a través de la CTE provoca el bombeo de protones desde
la matriz hacia el espacio intermembranal. El gradiente de pH y el potencial de membrana
constituyen una fuerza protén-motriz que es utilizada para dirigir la sintesis de ATP.

La ATP sintasa tiene un mecanismo con un acoplamiento reversible. Puede utilizar tanto
el flujo de protones a favor de un gradiente electroquimico para generar ATP (su papel
normal en las mitocondrias y en la membrana plasmatica de bacterias aerobias), como
emplear la energia de hidrélisis del ATP para bombear los protones a través de la
membrana como bomba de H*. El hecho de que la ATP sintasa genere o consuma ATP
depende de la variacién neta de energia libre de los procesos acoplados a al bombeo de

H" a través de la membrana.

1.1.4 Disfuncién mitocondrial

La disfuncion mitocondrial se puede definir como la incapacidad de las mitocondrias para
producir ATP apropiadamente en respuesta a las demandas de energia. Sin embargo, la
mitocondria lleva a cabo multiples funciones mas, entre las que se puede mencionar:
degradacion de acidos grasos, produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
regulacion de calcio intracelular.

Ademas, este organelo esta involucrado en varias vias metabdlicas de anabolismo y

catabolismo de metabolitos, asi como en la regulacion de algunas formas de apoptosis.
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Por lo tanto, la disfuncion mitocondrial se puede definir como la anormalidad en cualquiera
de estos procesos (Brand y Nicholls; 2011).

Uno de los agentes causantes de la disfuncion mitocondrial son las ERO, las cuales se
producen principalmente en la mitocondria durante el proceso de fosforilacion oxidativa
(Pieczenik y Neustadt; 2007), y a pesar de que son indispensables para una sefializacion
celular adecuada (Kang y Pervaiz; 2012), su presencia dentro de las células esta
altamente regulada, ya que su generacion excesiva dafia a elementos celulares
particularmente vulnerables como son los lipidos, las proteinas, las enzimas de la
fosforilacion oxidativa y el ADNmit. También se ha atribuido a la desregulacion metabdlica
como una causa de disfuncién mitocondrial, ya que algunas vitaminas, minerales y otros
metabolitos son cofactores necesarios para la funcion de enzimas mitocondriales (Ames;
2004), por lo cual una dieta deficiente en micronutrientes puede causar disfuncion
mitocondrial. Asimismo, se ha descrito que algunas sustancias pueden ejercer efectos
dafiinos a la mitocondria, como es el caso de metales toxicos y contaminantes
ambientales.

Debido al importante papel que ejerce la mitocondria en la célula; la disfuncion
mitocondrial, tiene un papel clave en una gran variedad de patologias. La primera
enfermedad mitocondrial fue descrita en 1962, cuando una mujer de 35 afios de edad
presentd miopatia, sudoracion excesiva, intolerancia al calor, polidipsia, poliuria y una
tasa de metabolismo basal de 180%, esta paciente sufria de un desacoplamiento en la
fosforilacién oxidativa, lo cual le ocasionaba la generacion de calor sin la produccion de
ATP (Luft et al; 1962). Desde este primer caso documentado, la disfuncion mitocondrial ha
sido implicada en casi todas las condiciones patolégicas y toxicolégicas (Aw y Jones;
1989).

En la actualidad hay mas de 200 enfermedades que son atribuidas al establecimiento de
mutaciones del ADNmt como la principal causa de la enfermedad, entre estas se incluye
la neuropatia éptica hereditaria de Leber, MELAS (encefalomiopatia mitocondrial, acidosis
lactica y episodios parecidos a un accidente cerebrovascular), MERRF (sindrome de
epilepsia mioclonica asociada a fibras rojas rasgadas), entre otras; estas patologias estan
inequivocamente causadas por la disfunciébn mitocondrial, sin embargo también hay
muchas enfermedades muy comunes para las cuales existe una fuerte evidencia
correlativa, que sugiere que la disfuncion mitocondrial es al menos parcialmente causal de

estos padecimientos (Meyer et al; 2013).
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1.1.5. Mitocondria y neurodegeneracion

Debido a que el cerebro humano usa mas oxigeno y produce mas energia por unidad de
masa que cualquier otro drgano, su metabolismo tiene una alta actividad en la
fosforilacion oxidativa y por ende una alta produccion de ERO, ademas el cerebro tiene un
alto contenido en hierro, el cual que puede catalizar procesos de oxidacion. Aunado a
esto, el cerebro no cuenta con menor contenido de enzimas antioxidantes que el resto de
los tejidos; todos estos factores hacen que este 6rgano sea excepcionalmente vulnerable
al dafio oxidativo (Kidd; 2005).

En general, todas las mitocondrias pueden ser susceptibles a ser dafiadas, sin embargo
los tejidos que tienen una alta demanda energética son mas vulnerables. Considerando la
intensa demanda de energia y la limitada regeneracién de las neuronas, el mal
funcionamiento de las mitocondrias puede tener efectos devastadores en la supervivencia
neuronal (Jorhi y Beal; 2012).

Es en este punto es donde cobra importancia el papel de la mitocondria en las
enfermedades neurodegenerativas, ya que a pesar de las diferentes manifestaciones
clinicas, en estos padecimientos la muerte neuronal que se genera comparte eventos
bioquimicos y moleculares que estan estrechamente relacionados con la funcion
mitocondrial, como son la produccién de radicales libres, las mutaciones o defectos en el
ADNmt, la desregulacion del calcio (Du y Yan; 2010) y la sobreestimulacién del receptor
NMDA (N-metil-D-aspartato) y la excitotoxicidad neuronal (Lee et al; 2009).

De hecho, el papel de la mitocondria en la degeneracion neuronal se ha hecho evidente
con la administracion de algunas toxinas, como es el caso de la rotenona y el 3-NP, que al
inhibir el complejo | o Il de la CTE, respectivamente, pueden reproducir las caracteristicas

de la enfermedad la enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Huntington.
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1.2, ACIDO 3-NITROPROPIONICO

1.2.1. Generalidades

El acido 3-nitropropionico (3-NP) es una toxina natural, producida por mas de 30 especies
de hongos y plantas (Francis et al; 2013). Algunos hongos del género Astragalus,
Arthrinium y plantas del género Indigofera endecapylla contienen esta toxina. En las

plantas dicha toxina proporciona un medio de defensa

9+ contra los herbivoros y en el caso de algunas
HO MO- leguminosas, participa en la fijacion del nitrégeno.
0 El 3-NP es un inhibidor suicida de la enzima succinato

Acido 3-Nitropropionico deshidrogenasa, ya que debido a su similitud estructural

con el succinato (Fig 1.2.1), se une irreversiblemente a la

O enzima e inhibe la oxidacién de succinato a fumarato.
HO o Casos de intoxicacion con 3-NP han sido ampliamente
O documentados tanto en seres humanos como en ganado
Succinato domeéstico.

Figura 1.2.1. Acido El efecto del 3-NP en humanos fue descrito por primera

§;§ﬂf{,ﬁ’§$pi°”i°° (3-NP)y vez en regiones del norte de china debido a la ingestion
' de cafia de azucar contaminada con 3-NP (Moldy; 1995).
De 1972 a 1989 se registraron al menos 884 casos de intoxicacion por la cafia de azlcar
de los cuales el 10% fueron fatales. Los nifios son mas susceptibles a esta toxina
presentando diversas distonias, sin embargo éstas también pueden ocurrir entre jovenes
y ancianos (Francis et al; 2013).
La neurotoxicidad del 3-NP se ha establecido de manera concluyente en modelos
animales, principalmente por el impacto del envenenamiento en la industria agricola en
las partes occidentales de los Estados Unidos y Canada, y en regiones del norte de
México. Los signos clinicos de intoxicacion con 3-NP en el ganado vacuno son la mala
coordinacion de las extremidades, la formaciébn de espuma de la boca y la nariz y
dificultad respiratoria. El agente causante de la mayoria de los casos de envenenamiento
es el arbusto de Astralagus sp, el cual crece en los pastos después de periodos
prolongados de sequia o0 exceso de pastoreo (Francis et al; 2013).Durante estos periodos,
los efectos de la intoxicacion 3-NP pueden ser graves. Por ejemplo, un brote en Nuevo
México dio lugar a la mortalidad de entre un 3 y un 20% del ganado vacuno y ovino

intoxicado.

17



La toxicidad inducida por el 3-NP causa degeneracion selectiva de las neuronas medianas
espinosas gabaérgicas en el estriado (Guyot et al; 1997), semejando los procesos
observados en la EH, por lo cual que el 3-NP se ha utilizado ampliamente para generar un
modelo de dicha enfermedad ya que puede reproducir, dependiendo de la dosis y el
tiempo de administracion, disfunciones motoras, de aprendizaje y lesiones estriatales que
imitan a las alteraciones histologicas y neuroquimicas de la EH (Tunez y Santamaria;
2009).

La respuesta al 3-NP difiere de acuerdo a la especie y cepa utilizada como modelo; el
modelo mas comun es el de roedores, donde la rata es mas sensible que el raton; y entre
las especies de ratas, la cepa Fisher es la méas vulnerable, sin embrago esta no es usada
para generar el modelo ya que es muy dificil controlar el dafio causado por esta toxina. La
rata de la cepa Lewis responde de manera mas estable y reproduce alteraciones
conductuales, mientras que la ratas Wistar y Sprague-Dawley, a pesar de su menor
sensibilidad al 3-NP, desarrollan lesiones y alteraciones conductuales de gran valor para
estudiar los efectos causados por el 3-NP (Tunez et al; 2010).

Hay una gran variedad de estudios que han reportado el uso del 3-NP en un amplio rango
de dosis y tiempos, debido a que este modelo puede reproducir tanto las alteraciones
hipercinéticas como las hipocinéticas de la EH, en funcion del tiempo y la dosis
administrada, permitiendo asi evaluar las fases iniciales (o principios) y tardias de la
enfermedad. Por ejemplo, para ratas Wistar el rango va desde 10-20 mg/kg/dia de 1 a 4
dias en tratamientos agudos; mientras que en tratamientos cronicos los tiempos varian de

7 dias hasta cuatro semanas, con dosis desde 10 hasta 60 mg/kg/dia (Tunez; 2010).

1.2.2. Efecto neurotéxico del 3-NP

La neurotoxicidad del 3-NP es inicialmente producida por la inhibicibn de la enzima
succinato deshidrogenasa, lo cual desencadena diferentes eventos celulares (Villaran et
al; 2008) como la disminucién en la produccion de ATP, aumento de la formaciéon de
radicales libres, cambios en la concentracién de Ca?*, la inducciéon de proteinas
apoptéticas, dafio al DNA mitocondrial y un aumento en los niveles de dopamina, todos
estos eventos llevan a la muerte neuronal, principalmente de las neuronas espinosas
medianas en estriado; se han reportado muchos de los efectos que ejerce esta toxina,

algunos de los cuales se muestran en la tabla 1.1.2
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Tabla 1.2.2. Algunos de los principales efectos del 3-NP.

Efectos del 3-NP Modelo Dosis Referencias
Inhibe irreversiblemente M!tocondrias
aisladas de 3-NP 2 mM Altson et al, 1977
la SDH ,
higado de rata
Cultivos
Indugg muerte ce[u]ar primarios de 5 mM Nars P et al: 2003.
necroticay apoptotica neuronas de
hipocampo
Genera muerte neuronal .
: ) : o, Cultivos
mediante: Activacion de : .
calpainas primarios de
. neuronas 100 mM Galas et al; 2004.
Induce la presencia de :
. estriatales y
citocromo cy ;
corticales

Smac/Diablo

Eleva los niveles de
dopamina.
Inhibe la recaptura de
glutamato y produccion
de ERO.

Cerebros de
ratas Wistar

Perfusiéon de
3-NP 5 mM
por 1 h.

Villaran et al; 2008.

Estimulacion de NOS
Produccion de NO’ que

Rebanadas

Preincubacion

reaccionacon O, estriatales de de 3-NP Napolitano M. 2008
produciendo ONOO", y | cerebro de ratas | 100 uM, por 3 P ’ '
OH". Wistar h.
Cultivo de 1 mM-10 mM
Disminucion de los neuronas (1,3y6hde . )
niveles de ATP corticales de exposicion) Liot et al; 2009
rata

Aumento citosolico de

Mitocondrias

Ca,' y la consiguiente estriatales 20 mg/kg/dia
exitotoxicidad aisladas de rata 1-5 dias Nasr et al; 2009.
glutamatérgica. Sprague-

Dawley

El 3-NP ejerce un amplio espectro de efectos toxicos en el cerebro (Ryu et al; 2003), a
pesar de que la mayoria de los estudios sobre la citotoxicidad inducida por el 3-NP se han
centrado en la muerte neuronal, también hay evidencia que muestra que otras células del
cerebro son afectadas por el tratamiento con esta toxina. Asi, un estudio de difusion por
resonancia magnética en ratas administradas con 3-NP revel6 una disminucion en el
namero de astrocitos (Nishino et al; 1997) y un aumento en sus niveles citosolicos de

Ca®", también se report6 un dafio axonal y pérdida de oligodendrocitos en ratas
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administradas con diferentes dosis de 3-NP (10-30 mg/Kg), dicho dafio fue dependiente
de la concentracion utilizada de la toxina (McCracken et al., 2001).

Ryu y colaboradores mostraron que la microglia tiene una participacion en la
neurotoxicidad del 3-NP, ya que al administrar 3-NP tanto in vivo como en cultivos
celulares, la microglia se activo e invadié las regiones dafiadas del cuerpo estriado,
aumentando la produccion de ERO.

A pesar de la cantidad de estudios realizados, hasta el momento no se conocen los
mecanismos subyacentes de la degeneracion preferente del cuerpo estriado en el modelo
de 3-NP, asi como en la EH, pero se ha sugerido que el dafio mitocondrial podria

desempefiar un papel importante.

1.2.3. Participacién de la mitocondria en el efecto del 3-NP

Una hipétesis generalmente admitida para explicar la degeneracion inducida por 3-NP, es
el agotamiento de los niveles de ATP producidos por un déficit en el metabolismo de la
energia, lo cual puede conducir a la despolarizacion de la membrana y producir
excitotoxicidad a través del aumento de la sensibilidad de los receptores NMDA y un
consiguiente aumento citosélico de Ca?* (Villaran et al; 2008). Por otro lado, la alteracion
del metabolismo energético debido a la inhibicién de la succinato deshidrogenasa puede
producir estrés oxidativo, el cual tiene un papel critico en la muerte neuronal.

En lo que se refiere al dafio oxidativo, se sabe que la alteracion del metabolismo por 3-NP
induce el estrés oxidativo y nitrosativo debido a la excesiva produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno (ERN) y / o el agotamiento
de los sistemas antioxidantes (Tunez; 2010). También se ha demostrado que el 3-NP
altera la homeostasis de los iones Ca**, lo cual conduce a la activaciéon de la sintasa de
6xido nitrico a través de Ca?*/calmodulina, y la posterior produccién de NO.

Diversos estudios también sugieren que la excitotoxicidad juega un papel importante en la
degeneracion estriatal inducida por 3-NP, ya que las terminales dopaminérgicas del
cuerpo estriado liberan su neurotransmisor con mayor facilidad que las neuronas de otras
regiones cerebrales, lo cual hace del cuerpo estriado una estructura mas vulnerable
(Villaran et al; 2008).

A pesar de que el 3-NP inhibe la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa de
todos los tejidos, como se mencioné anteriormente, el estriado es particularmente
vulnerable a esta toxina, por lo cual el 3-NP constituye una herramienta Gtil para el estudio
de los mecanismos involucrados en la EH y para el analisis de nuevas estrategias

terapeéuticas.
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1.3. ACIDOS GRASOS w-3

Tradicionalmente, se ha pensado que los nutrientes obtenidos de la dieta solo protegen al
organismo del desarrollo de los sindromes caracteristicos de las deficiencias
nutricionales. Sin embargo, algunos nutrientes presentan una funcién dual: cuando se
consumen a través de la dieta en dosis bajas, son esenciales para mantener el
metabolismo normal o el crecimiento, pero cuando se administran en dosis altas o en
forma pura también pueden ejercer efectos farmacoldgicos (Wurtman, 2011). Una gran
ventaja para este tipo de nutrientes, entre los que se puede destacar 4cidos grasos
esenciales, vitaminas, minerales y antioxidantes (Bourre, 2006), es que la barrera
hematoencefalica es naturalmente permeable a ellos. Esto ha llevado a plantear que la
nutricion puede tener consecuencias no solo para la funcién normal del tejido nervioso,
sino también para minimizar algunas de las consecuencias del envejecimiento, las
enfermedades neurodegenerativas y otros trastornos neuroldgicos (Morley, 2010).

Suplementos dietéticos de aceite de pescado han ido ganando popularidad en los ultimos
aflos debido a diversos beneficios de salud proporcionados por los &cidos grasos
poliinsaturados (AGPI) (Sullivan et al., 2011). Entre los AGPI se encuentran los acidos
grasos w-3, los cuales juegan un papel importante en el desarrollo y mantenimiento de
diferentes érganos, y se ha atribuido que tienen una importante participacién en la
prevencion de diferentes patologias, como las cardiovasculares, trastornos psiquiatricos,
neurolégicos, dermatoldgicos e inmunoldgicos (Mazza et al; 2007). Por lo cual, en los
siguientes apartados se describe como es que estos &cidos grasos se nombran y
clasifican, las principales fuentes alimenticias de las que se pueden obtener, su
importancia en el desarrollo y mantenimiento de las funciones celulares; asi como también
algunos de las padecimientos asociados a su deficiencia y el efecto que se ha presentado

tras su administracion.

1.3.1 Nomenclatura y clasificacién de los acidos grasos

Los éacidos grasos son acidos carboxilicos con grupos laterales hidrocarbonados de
cadena larga, estos pocas veces se encuentran libres en la naturaleza, mas bien
aparecen en forma esterificada como constituyentes tanto de los triglicéridos como de los
lipidos complejos y pueden esterificar también al colesterol. Son compuestos muy
insolubles en agua y ricos en energia metabdlica (Mataix; 2004). Los acidos grasos de
interés biologico son 4&cidos carboxilicos de numero par de atomos de carbono

(principalmente entre 4 y 26).
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En las plantas y en los animales superiores los acidos grasos predominantes son los de
16 y 18 carbonos como el acido palmitico, oleico, linoleico y esteéarico. De acuerdo con la
longitud de su cadena los acidos grasos se pueden clasificar en:

a) Acidos grasos de cadena corta (4-6 carbonos)
b) Acidos grasos de cadena media (8-12 carbonos)
c) Acidos grasos de cadena larga (14-18 carbonos)

d) Acidos grasos de cadena muy larga (20 o méas carbonos)

Los é&cidos grasos también se clasifican en funcion de su cadena carbonada en: &cidos
grasos saturados, monoinsaturados (con un doble enlace) y poliinsaturados (con dos o
mas dobles enlaces) (Fig.1.3.1). Sus dobles enlaces suelen tener configuracion “cis” y
encontrarse conjugados dentro de la cadena, es decir estar separados por un grupo
metileno. Aunque no son mayoritarios, también hay &cidos grasos con dobles enlaces en
posicion trans (los cuales proceden de modo natural de la grasa de la leche y de la carne
de rumiantes, asi como también por transformacion quimica a través de procesos

tecnoldgicos).

ACIDOS GRASOS

Saturados Insaturados
L
4 \ |

Butirico 4:0 I l

Caproico 6:0 Monoinsaturados Poliinsaturados

Caprilico 8:0 | |

Caprico 10:0 ’P e oleten 1601 ) [ ]
Laurico 12:0 almitoteico l6: -3 o6
... Oleico 18:1 T
Miristico 14:0 . . :
Palmitico 16:0 Gadoleico 20:1 a-Linolénico 18:3 Linoleico 18:2
Estearico 18:0 Bricico 22:1 EPA 20:5 y-Linolénico
Araquico 20:0 \ / DHA 22:6 \ 1833 .
Behémico 22:0 raq§6:2n100

Lignolenico 24:0
. J

Figura 1.3.1.1. Clasificacién de los &cidos grasos de acuerdo con las instauraciones que

presentan.

En cuanto a su nomenclatura, los acidos grasos naturales mas frecuentes suelen tener un
nombre comun tal como se muestra en la Fig.1.3.1, ademas del nombre sistematico
(Mataix; 2004) establecido por la IUPAC.
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Asi por ejemplo el acido graso saturado de 16 atomos de carbono cuyo nombre
sistematico es hexadecaenoico, se suele conocer como acido palmitico, o
abreviadamente, 16:0 (lo que indica que son 16 atomos carbono y ningun doble enlace).
En la nomenclatura sistematica los acidos grasos se enumeran considerando al carbono
gue posee la funcidn acida o carboxilica como carbono 1, y asi sucesivamente enumera
los carbonos hasta alcanzar el metilo terminal, la ubicacion de los dobles enlaces se
identifica con el simbolo A.

Si bien esta notacion es util para la identificaciéon quimica de los acidos grasos, no lo es
para el andlisis de sus efectos bioldgicos y nutricionales, por lo cual es mas comun utilizar
la nomenclatura introducida por Holman, en la cual los acidos grasos se numeran
empezando por su extremo metilo terminal, es decir, al revés de la notacion de la IUPAC,
el metileno terminal se denomina carbono w.

Los acidos grasos pueden ser w-3, w-6 u w-9 de acuerdo con la ubicacion de la primera
doble ligadura a partir del metileno terminal (Coronado-Herrera et al; 2006). Si la doble
ligadura se encuentra entre los carbonos 3 y 4 (contados a partir del metileno terminal) se
denominan w-3 (Figura 1.3.1.2), entre estos se encuentra el acido linolénico (18:3A%21%)
presente en algunos vegetales terrestres y sus derivados: el DHA (acido
docosahexaenoico;  22:6A%%9121318) v o]  EPA  (4cido  eicosapentaenoico;
22:5 N3®9121518) "q1e pueden ser obtenidos principalmente a partir de algas y peces de
aguas frias.

Numeracion de Holman

&

4 3 2

H — — — S — —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 2

t

Metileno
terminal

e Nombre comun: Acido cervénico

*  Nomenclatura IUPAC: Acido docosahexaenoico (DHA); 22:6A3°9121518

e Nomenclatura de Holman: 22:6, w-3 (El primer doble enlace se encuentra en el

tercer carbono a partir del metileno terminal).

Figura 1.3.1.2. Diversas nomenclaturas de los 4cidos grasos. (Ejemplo el DHA).

Del mismo modo, si el primer doble enlace se encuentra entre los carbonos 6 y 7 el acido

graso se identifica como perteneciente a la familia de los w-6, de los cuales el acido
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linoleico (18:2 A® %) es particularmente abundante en vegetales terrestres. Mientras que
si el doble enlace esta entre los carbonos 9 y 10, se identifica como perteneciente a la
familia w-9, el acido oleico (18:1A% es el mas abundante en la naturaleza, tanto en

animales como en vegetales.

1.3.2. Fuentes y biosintesis de los acidos grasos w-3

Considerados en su conjunto, los &acidos grasos saturados abundan en los animales
terrestres, especialmente los mamiferos, asi como en dos aceites de procedencia vegetal,
el de coco y el de palma.

Por otra parte, entre los &cidos grasos monoinsaturados, se encuentra principalmente en
el acido oleico el cual caracteriza de modo especial el aceite de oliva y en menor
proporcion el de colza. De los acidos grasos poliinsaturados, el mas abundante es el
acido linoleico, w-6 que se encuentra presente en todos los aceites de semillas como:
girasol, maiz, cartamo, germen de trigo, pepita de uva y cacahuate (Mataix et al; 2004).
Mientras que en los acidos grasos de la serie w-3, el a-linolénico se encuentra en
cantidades pequefias, aunque suficientes desde el punto de vista de los requerimientos
nutricionales, en los aceites de colza y soja, también se encuentra en aceites de semillas
como la chia y lino, y en las hojas verdes de plantas y algas (Bazan, 2011). Los otros
acidos grasos de la serie que son importantes desde el punto de vista nutricional, son el
EPA y el DHA, estos se encuentran principalmente en peces de aguas frias y sus aceites
(salmédn, trucha, bacalao, etc.). En estos animales acuaticos la necesidad de la biosintesis
de acidos grasos w-3 es un imperativo biolégico para que la grasa del animal marino no
se solidifiqgue a la temperatura del medio acuatico en el que vive (Mataix et al; 2004).

La razon bioquimica por la cual no todos los acidos grasos se encuentran en todos los
organismos radica en la presencia de los sistemas enzimaticos necesarios su biosintesis;
En general, tanto las plantas como los animales pueden sintetizar acidos grasos a partir
de la condensacién de dos unidades de carbono mediante una serie de cuatro reacciones
enziméticas opuestas a la B-oxidacion, donde el producto final del proceso es el &cido
palmitico (16:0). Este es inmediatamente esterificado por la coenzima A para formar
palmitoil-CoA, que es transportado al reticulo endoplasmico donde se forman acidos
grasos de cadena mas larga a través de reacciones de elongacion catalizadas por
enzimas, las cuales afiaden de modo secuencial fragmentos de dos carbonos al extremo
carboxilo; en los sistemas del reticulo endoplasmico también se introducen dobles enlaces

a los acil-CoA de cadena larga.
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De esta forma, el acido estearico (18:0) por accion de una delta 9 desaturasa se
transforma en acido oleico (18:1, w-9), dicha reaccion ocurre tanto en animales como en
vegetales. Sin embargo para la generacion de una insaturacion posterior en este acido se
produce una divergencia metabdlica: las células vegetales introducen los dos nuevos
dobles enlaces desde el centro de la molécula hacia el extremo no carboxilico, mientras
gue las células animales lo hacen hacia el extremo carboxilico (Fig 1.3.2). Este hecho,
hace que Unicamente los vegetales formen los acidos grasos linoleico y a-linolénico y a
partir de estos, tanto en las células animales como vegetales se forman las familias w-3 y
w-6.

Para los seres humanos tanto el acido linoleico como el a-linolénico son acidos grasos
esenciales, ya que al carecer del sistema enzimético necesario para producirlos deben ser
obtenidos de la dieta, a diferencia del EPA y el DHA los cuales ademas de ser obtenidos
de la dieta pueden ser sintetizados a partir de su precursor el acido a-linolenico mediante
procesos enzimaticos de elongacion y desaturacion. Dicha biosintesis se lleva a cabo en
una primera etapa en los microsomas del reticulo endoplasmico liso y después en los
peroxisomas (Bazan et al; 2011) este proceso ocurre en su mayoria en las células del
higado, aunque también se ha reportado una baja biosintesis en células endoteliales del
cerebro y en astrocitos (lgarashi et al; 2007).

Anteriormente se pensaba que la ingesta de acido a-linolénico era suficiente para suplir
las necesidades de acidos grasos w-3, sin embargo este concepto ha sido ampliamente
cuestionado debido a que la capacidad del a-linolenico de convertirse en EPA y DHA es
muy limitada (Schuchardt y Hahn; 2013), alrededor de un 4% para los hombres y 9% para
las mujeres (Gerster; 1998). Por lo cual se ha propuesto como indispensable la ingesta de

acidos grasos w-3: EPA y DHA.
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Acido linoleico (18:2 w-6) Acido a-linolénico (18:3 w-3)

| |

A-6 desaturasa

Acido y-linolenico (18:2, w-6) > Acido estearico (18:4, w-3)

| |

Acido dihomo-y-linolenico Elongasa Acido eicosatetraenoico
(18:4, w-6) <€ > (20:4, w-3)

l |

A-5 desaturasa

Acido araquidoénico (20: 4, w-6) < 5 Acido Eicosapentahenocico
(20:5, w-3)

Acido dosatetraenoico (22:4, w-6) Elongasa 5 Acido docosapentaenoico

‘1' (22: 5, w-3)

Acido tetracosatetraenoico Acido tetracosapentaenoico
(24: 4. w-6) < > (24: 5. w-3)

Acido tetracosapentaenoico A-6 desaturasa Acido tetracosahexaenoico
(24: 5, w-6) < > (24: 6, w-3)

Acido docosapentaenoico < B-oxidacion Acido docosahexaenoicoco
(22: 5, w-6) (22:6, w-3)

Figura 1.3.2. Sintesis de acidos grasos w-3 y w-6.
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1.3.3 Aceite de higado de bacalao como fuente de acidos grasos w-3

El aceite de higado de bacalao (AHB) ha sido ampliamente usado como un suplemento
alimenticio, debido a que contiene importantes proporciones de &cidos grasos w-3,
principalmente DHA y EPA, y significantes cantidades de vitaminas A y D., Este aceite es
recomendado para tratar y proteger a nifios de raquitismo, su ingesta ha sido asociada
con efectos benéficos en corazén, huesos, cerebro, piel, cabello y ufias, asi como también
es recomendado en enfermedades cardiovasculares, desordenes autoinmunes,
enfermedades mentales y entre otros (Guillén; 2008).

Este aceite es extraido de higados frescos de la especie de bacalao Gardus morrhua
Linné y otras especies de la familia Gadiadae mediante calentamiento con vapor a baja
presidén, el contenido de acidos grasos w-3 depende de la calidad del proceso de
extraccion utilizado, asi como de su subsecuente purificacion y condiciones de
almacenamiento; su calidad es definida por algunos parametros como la proporcion de
w-3 presentes o de vitaminas Ay D.

La seguridad de consumo de este aceite es determinada por la ausencia o bajos niveles
de contaminantes como metales pesados (mercurio, cadmio, y plomo) y bifenoles
policlorados. Como anteriormente se menciond los niveles de acidos grasos w-3 que
contiene el AHB dependen de varios factores, sin embargo usualmente tienen entre un 75
y un 80% de &cidos grasos insaturados, de estos entre el 9 y 11% son DHA, asi como
entre un 10 y 14% de EPA (Guillén et al; 2008).

1.3.4. Absorcion, metabolismo y biodisponibilidad de los acidos grasos

El aporte de nutrientes en las células diana, no solo depende de la concentracion de la
respectiva sustancia en los alimentos, sino también de la biodisponibilidad del nutriente,
es decir de su capacidad para ser absorbido y transportado a la circulacion sistémica y al
sitio de la actividad fisiologica (Schuchardt y Hahn; 2013).

En el caso de los acidos grasos, estos se ingieren en forma de triacilgliceroles, y se
incorporan en micelas que se forman con la ayuda de las sales biliares en la luz intestinal.
La incorporacion de los acidos grasos a las micelas orienta sus enlaces éster hacia la
superficie de la micela, logrando que dichos enlaces sean mas susceptibles a la digestion
por parte de las lipasas pancreaticas, quienes degradan los triacilgliceroles hasta
monoacilglicerol y dos acidos grasos, éstos se transportan en las micelas hasta el epitelio
intestinal, donde se absorben a través de la membrana plasmética ( Nelson y Cox; 2008)

con la ayuda de una proteina transportadora de acidos grasos FATP4 (Bazan et al; 2011).
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Una vez dentro de los enterocitos, los acidos grasos (principalmente los AGPI) se unen a
proteinas citosélicas acarreadoras de acidos grasos, las cuales los pueden llevar a las
mitocondrias para la beta-oxidacion o al reticulo endoplasmico donde son reesterificados
en forma de triglicéridos y ensamblados en quilomicrones, los quilomicrones son
secretados en la linfa, posteriormente la linfa drena en la corriente sanguinea a través del
ducto torécico y los quilomicrones circulan e interactian con la lipoproteina lipasa
endotelial que hidroliza los triacilgliceroles a &cidos grasos y glicerol, los &cidos grasos
libres se unen a la albumina para ser transportados al higado o a otros tejidos.

El 4cido a-linolenico como se describié anteriormente (Fig 1.3.2), se puede convertir en
EPA y DHA en el higado. EI DHA formado se une a la coenzima A y forma DHA-coenzima
A, lo cual permite que sea esterificado en la posicion sn-2 de los fosfolipidos,
principalmente fosfatidilcolina. Posteriormente los fosfolipidos de DHA son empaquetados
en lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLS) u otras lipoproteinas; de esta forma el
DHA derivado de la dieta o de la elongacion y desaturacién hepética aumenta en la
circulaciéon sanguinea y los fosfolipidos llegan a los cariocapilares de la retina y a la
unidad neurovascular del cerebro, principalmente, asi como a otros tejidos (Bazan et al,
2011).

Diversos estudios han mostrado que los &cidos grasos poliinsaturados entran
rapidamente del plasma al cerebro, pero su incorporacion en los fosfolipidos de las

membranas del cerebro es menor al 0.2% (Rapoport; 2001).

1.3.5. Papel de los acidos grasos w-3 en el desarrollo, funciéon y declive
del SNC.

Desde el punto de vista nutricional la ingesta de los acidos grasos w-3 y w-6 debe guardar
un equilibrio (w-6/w-3 de 2:1, lo que significa ingerir el doble de w-6 de lo que se ingiere
de w-3), sin embargo, las poblaciones actuales ingieren una mayor cantidad de calorias
combinado con un menor gasto energético, mas acidos grasos trans, grasas saturadas y
acidos grasos w-6, frente a un menor consumo de &cidos grasos w-3, proteinas,
antioxidantes y calcio (Coronado-Herrera; et al 2006). Dichos cambios en la alimentacion
han incrementado la taza w-6/w-3 a mas de 15, es decir, se ingiere 15 veces mas w-6
gue w-3 (Mazza et al; 2007).

Este profundo cambio en la dieta y por ende en la biodisponibilidad de los acidos grasos
w-3, ha tenido como resultado alteraciones en el sistema cardiovascular, el sistema

inmune, el sistema nervioso central (SNC) asi como en otros 6rganos (Bazan et al; 2011).
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En lo que respecta al SNC, la importancia de los acidos grasos w-3 radica en primera
instancia en su abundancia, ya que después del tejido adiposo el cerebro es el 6rgano
con mayor contenido de lipidos, de los cuales el 35% son AGPI (Eckert et al; 2013) y de
estos, el DHA es el mas abundante (ya que constituye aproximadamente el 50% de los
AGPI) (Bazan et al; 2011).

Debido a la longitud de su cadena y al numero de dobles enlaces que contienen, los AGPI
son capaces de hacer la bicapa lipidica dindmica y flexible (Mazza et al; 2007). Ademas
los acidos grasos w-3 son componentes importantes de los fosfolipidos de membrana
neuronal y de la glia; participan en la remodelacién y sintesis de la membrana del cerebro,
asi como en la transduccién de sefiales (Rapoport et al; 2001)

La necesidad de &cidos grasos w-3 en el cerebro se presenta a lo largo de toda la vida de
del ser humano, ya que son necesarios desde la etapa prenatal para el desarrollo normal
del SNC (Mazza et al; 2007), y su deficiencia puede afectar el desarrollo y las funciones
normales del cerebro, al alterar la composicion de las membranas celulares de neuronas,
oligodendrocitos y astrocitos, asi como la mielina, sinaptosomas y mitocondrias (Eckert;
2013).

La mayor parte de &cido araquidonico (AA) y DHA se incorporan a las estructuras del
cerebro durante el tercer trimestre del desarrollo prenatal y el inicio del periodo post-natal.
Por tanto, un suministro adecuado en la dieta de acidos grasos w-3 y w-6 durante este
periodo es crucial para la incorporacion éptima de DHA y AA en el cerebro. Asi, las
cantidades limitadas de acidos grasos w-3 en las dietas occidentales podrian dar lugar a
una relativa falta de DHA durante el desarrollo del cerebro, lo cual representa un gran
problema ya que el crecimiento acelerado del cerebro se correlaciona con el contenido de
DHA en sus fosfolipidos (Lauritzen et al., 2001). Las estimaciones disponibles sugieren
que 70 mg/dia de acidos grasos w-3 se incorporan en tejidos fetales durante el tercer
trimestre de gestacion. Particularmente, el DHA es importante en esta etapa, ya que este
acido graso se integra en las células nerviosas durante la sinaptogénesis y participa en la
transmision sinaptica colinérgica (Mazza et al; 2007); la deficiencia del DHA es
compensada por un incremento de acidos grasos w-6, los cuales estan involucrados en
procesos inflamatorios (Denis et al; 2013).

Asi, en varios estudios donde se adicionaron acidos grasos w-3 a las férmulas para
lactantes prematuros, éstos presentaron una mejoria en su actividad visual (Heird y
Lapillonne; 2005). Aunque estan disponibles pocos datos con respecto a la funcion
cognitiva, un estudio llevado a cabo por Fleith y Clandinin (2005) demostré que la

alimentacion suplementada con acidos grasos w-3 mejora la atencién visual y el
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desarrollo cognitivo de los bebés prematuros en comparacion con los que no recibieron
acidos grasos w-3.

El consumo de &cidos grasos w-3 se ha asociado con muchos beneficios a la salud
(Eckert; 2013). En general en los ultimos afios, se ha realizado una gran cantidad de
estudios clinicos con el fin de conocer si la suplementacion con estos acidos grasos
especialmente EPA, puede ser usada como tratamiento de desordenes psiquiatricos, y de
hecho parecen ser eficaces en trastornos como depresion y demencia.

Una serie de reportes epidemiolégicos mostraron una relacion entre la ingesta de pescado
y mariscos y la proteccién contra el trastorno bipolar (Noaghiul y Hibbeln; 2003) y el
desorden afectivo estacional (Cott y Hibbeln; 2001). Otra investigacion concerniente a una
muestra aleatoria de la poblacién confirma que el consumo frecuente de pescado esta
relacionado con la reduccién de ideas suicidas (Tanskanen et al., 2001).

Aungue todavia hay resultados contradictorios derivados de los estudios sobre la posible
utilizacion de los acidos grasos w-3 en el tratamiento de la depresion, el trastorno bipolar
y la esquizofrenia; si se ha mostrado que los acidos grasos w-3 pueden ser Utiles en el
tratamiento de la demencia y son un tratamiento seguro para los trastornos psiquiatricos
en el embarazo y en la lactancia (Mazza et al; 2007).

La esperanza de vida ha aumentado enormemente en el siglo pasado, de alrededor de 50
afios a mas de 80, debido a una mejor atencibn médica y mejores condiciones de vida.
Sin embargo, el aumento de la edad también es el principal factor de riesgo de
importantes condiciones que amenazan la vida, como las enfermedades
neurodegenerativas y los trastornos cognitivos relacionados con la edad. Ambas
aumentan significativamente después de los 60 afios de edad en casi todas las
poblaciones del mundo (Janssen y Kiliaan; 2014).

El envejecimiento normal es a menudo acompafiado por una disminucion la funcion
cognitiva, marcado por el descenso de la densidad sinaptica y en la supervivencia
neuronal, asi como una pérdida en el volumen de la materia gris y blanca (Janssen y
Kiliaan; 2014). Este dafo cerebral relacionado con la edad tiene muchas causas, algunas
de las cuales pueden ser influenciados por la dieta. Por tanto, una dieta éptima puede ser
una forma préactica de retrasar el inicio de la disminucidén cognitiva; como anteriormente se
ha destacado, las investigaciones nutricionales indican que el contenido de acidos grasos
w-3 en las dietas occidentales es demasiado bajo para proporcionar al cerebro un
suministro 6ptimo de DHA, aunado a esto, se ha mostrado que las concentraciones de

acidos grasos w-3 declinan con la edad (Gao et al; 2012); Esta deficiencia de acidos
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grasos w-3 en el cerebro se ha asociado con deterioro de la memoria, trastornos
emocionales y alteracion de procesos cerebrales en roedores (Eckert et al; 2013).

Los estudios en humanos sugieren que un consumo adecuado de acidos grasos w-3
puede disminuir el deterioro cognitivo relacionado con la edad y también puede proteger
contra el riesgo de la demencia senil (Denis et al; 2013).

En lo que respecta a las enfermedades neurodegenerativas, los beneficios de la
suplementacidon con acidos grasos w-3 han sido reportados en modelos experimentales
de la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Joseph y Muralidhara;
2013). Varios estudios animales, epidemioldégicos y clinicos han mostrado que la alta
ingesta de DHA esta relacionada con la reduccion del riesgo de la enfermedad de
Alzheimer (Janssen y Kiliaan; 2014). Por ejemplo, la administracion cronica de DHA y
EPA en la dieta ha demostrado disminuir el deterioro de la capacidad de aprendizaje y la
cognicion espacial en un modelo de la enfermedad de Alzheimer en rata (Hashimoto y
Hossian; 2011).

A pesar de los numerosos estudios en este dmbito, el impacto benéfico de los acidos
grasos w-3 en lo que respecta a la funcidon cerebral, solo recientemente se ha vinculado a
mecanismos especificos (Denis at al; 2013), los cuales no ha sido del todo aclarados a
pesar de que se han propuesto mecanismos de accion tales como efectos anti-
apoptoticos, anti-inflamatorios y anti-oxidantes (Joseph y Muralidhara; 2013). Como
anteriormente se ha mencionado la disfuncién mitocondrial es un evento patolégico
comun en el envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y
Huntington, algunas evidencias apuntan hacia este organelo como uno de los blancos de
accion de los acidos grasos w-3 en estos padecimientos, sin embargo aun falta un largo

camino por recorrer para comprender su mecanismo exacto de accion.

1.3.6. Participaciéon de los AGPI w-3 en disfuncion mitocondrial.

Respecto al efecto de los acidos grasos w-3 sobre la funcién mitocondrial, se han
realizado estudios en modelos in vitro e in vivo de dafio cardiaco (Khairallah, 2010;
O’Shea et al; 2009) o hepatico (Song et al; 2008; Zhang et al; 2011). Con estos estudios
se ha encontrado evidencia de que el DHA y el EPA podrian jugar un papel importante en
el mantenimiento de la integridad y funcion mitocondrial, ya que el tratamiento de
animales con dietas suplementadas con aceite de pescado (ricos en w-3), incrementa la
capacidad de retencién de Ca®" y disminuye el hinchamiento mitocondrial, lo que sugiere
gue retrasa la apertura del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial (Khairallah,
2010).

31



Aungue hay estudios que revelan el papel de la suplementacion de acidos grasos omega
w-3 en la expresion de genes relacionados con el metabolismo oxidativo, la biogénesis
mitocondrial y la produccién de ATP tanto en cerebro como en otros tejidos (Kitajka et al,
2002, Flachs et al; 2005), el papel de estos acidos grasos en la disfuncion mitocondrial del
sistema nervioso se ha explorado muy poco, aunque si hay evidencia de su efecto
neuroprotector. Por ejemplo, el DHA redujo la respuesta celular prooxidante inducida por
metilmercurio tanto en cultivos de astrocitos como de neuronas (Kaur et al., 2008). Por
otro lado, la suplementacion de la dieta con un concentrado de aceite de pescado rico en
DHA y EPA incrementd los niveles séricos de estos &cidos grasos en un efecto
dependiente de la dosis, y redujo la degeneracion axonal 30 dias después de inducido
dafio por traumatismo cerebral en ratas (Mills et al., 2011). En el modelo de dafio
mitocondrial inducido por rotenona se mostré que la administracion de aceite de pescado
por 30 dias disminuye los niveles de malonaldehido, hidroxiperoxido, y proteinas
carboniladas (Joseph y Muralidhara; 2012) (los detalles experimentales sobre cada uno
de estos estudios se muestran en la tabla 1.3.5).

Los estudios en los que se evalua el efecto neuroprotector de los acidos grasos w-3 en
modelos animales de neurotoxicidad, como los mostrados anteriormente son
relativamente pocos en comparacién a la gran cantidad de estudios epidemiologicos y
clinicos en los que se muestra el efecto de los acidos grasos w-3, este ultimo tipo de
estudios a pesar de su importancia no pueden determinar cual es el mecanismo exacto de
accién de los acidos w-3, por lo cual la necesidad de desarrollar estudios en los que se
determine cudl es el mecanismo de accion de estos acidos grasos, con la finalidad de

desarrollar blancos terapéuticos mas eficaces.
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Tabla 1.3.5. Estudios realizados en modelos animales sobre el papel de los acidos grasos w-3 en

mitocondria y modelos neurotdxicos.

Efecto de acidos grasos

Dosis

w-3 Modelo Referencia
Aumento en los niveles de Dieta suplementada con Mitocondrias de Ide et al:
. R 15% de aceite de pescado, higado de ratas '
enzimas de la B-oxidacion. . 2000.
durante 15 dias. Sprague-Dawley
Modulacion de la expresion : 0
de genes en el cerebro D'eéz Z%%Iifgqggtagsacgzg 8% RNA obtenido de Kitaika et al
asociados con el desde | hes: h ' cerebros de ratas éooz ’
metabolismo energético y la esde la concepcion hasta Wistar '
., la edad adulta de la rata. '
producciéon de ATP.
Estimulacion en la expresion Dieta suplementada con Tejido adiposo
de genes que codifican 20% de acid d bl d ididi
factores de regulacion de la % de acidos grasos (de anco ge epidicimo |- s et al:
SN . los cuales el 6% EPA 'y y subcutaneo dorso '
biogénesis mitocondrial y el 0 | 2005
metabolismo oxidativo 51% DHA) durante 4 umbar de ratones
' semanas. C57BL/6J.
Re_ducg:lon del estres Dieta suplementada con 0.4 | Tejido de hipocampo ,
oxidativo y cambios g/kg/dia con Marincap® de ratas Sprague- Cosar et al;
apoptoticos en hipocampo. (18% EPA, 12 % DHA) Dawley. 2008.
L, Cultivos de
Reduccion en la respuesta . o
: . . Células expuestas a 30y primarios de .
celular prooxidante inducida . Kaur et al;
. . 90 UM de DHA por 24 astrocitos y
por metilmercurio horas heuronas de 2008
cerebelo.
Disminucion en las ERO. Administracion oral de 0.5 Células disociadas
Recuperacion en el potencial | g/Kgy 1g/Kg de aceite de de cerebro Eckert et al;
de accibén y produccién de perilla durante 21 dias. obtenidas de 2010.
ATP. conejillos de indias.
Dieta suplementada con , ,
Retraso del poro de 2.5% de EPA 0 EPA Mitocondrias de |\ iailah et
transicion mitocondrial corazon de rata ,
X s 24 durante 8 semanas. . al; 2010.
inducido por Ca Wistar.
Reduccion de la Dieta suplementada con 10 inmunﬁrrlliesdtlslsuimico
degeneraciéon axonal 30 dias | 040 mg/kg /dia de aceite quir Mills et al;
. . . ~ de cerebro y médula
después de inducido dafio de pescado durante 30 . 2010.
. ; espinal de ratas
por traumatismo cerebral en dias.
Sprague-Dawley
ratas
Aumento de los niveles de
glutation en regiones
cerebrales. Administracion oral de 2ml/ Mitocondrias de
Disminuye los niveles de kg o 4ml/kg de aceite de corteza, estriado, Josephy
malonaldehido, pescado durante 30 dias. hipocampo y Muralidhara;
hidroxiperoxido, y proteinas | Posterior administracion de | cerebelo aisladas de 2012
carboniladas generadas por rotenona por 7 dias. ratas Wistar.
rotenona.
Aumento de la expresion de Células expuestas a DHA Células de
Bcl-XL en condiciones de de 10-5° FI)\/I a diferentes hipocampo murino Cieslik et al;
estrés genotoxico/oxidativo. H (Cultivo celular 2013.

tiempos (1-24 h).

HT22).
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2. JUSTIFICACION

Una creciente evidencia sugiere que la disfuncion mitocondrial juega un papel importante
en el envejecimiento y en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas; el
3-NP es una toxina que al generar disfuncion mitocondrial y posterior muerte neuronal,
puede reproducir algunas caracteristicas de la enfermedad de Huntington, por lo cual es
ampliamente utilizada como un modelo de la enfermedad; sin embargo sus efectos varian
de acuerdo con la dosis y el tiempo de administracibn y los mecanismos que
desencadenan la muerte neuronal tras la administracion de esta toxina no se encuentran
del todo aclarados, por lo cual evaluar los efectos que ejerce el 3-NP en la funcion
mitocondrial a diferentes dosis permite comprender los mecanismos moleculares que
participan en la disfuncién de la mitocondria generada por esta toxina, lo cual es de gran
importancia ya que puede proporcionar informacion para encontrar futuros blancos

terapéuticos para estos padecimientos.

Por otra parte se han realizado una gran variedad de estudios en modelos in vitro e in vivo
de dafio cardiaco y hepatico. Con estos estudios se ha encontrado evidencia de que los
acidos grasos podrian jugar un papel importante en el mantenimiento de la integridad y
funcion mitocondrial, y aunque hay evidencia del efecto neuroprotector de algunos &cidos
grasos, no se ha explorado el papel de los acidos grasos w-3 en la disfuncién mitocondrial
del sistema nervioso, es por lo cual en este trabajo se determinara el efecto de que tienen

los acidos grasos w-3, en la disfuncion mitocondrial inducida por el 3-NP.
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3. HIPOTESIS

El consumo de acidos grasos w-3 se ha asociado con un mejor funcionamiento cerebral,
también se ha demostrado que ejercen efectos protectores en la mitocondrias de corazén
e higado, por lo que se espera que la administracion in vivo de AHB (fuente rica de acidos

grasos w-3) prevenga la disfuncion mitocondrial inducida por la administracién de 3-NP.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto de la administracion de AHB sobre la disfuncion mitocondrial generada
por la inhibicion de la enzima succinato deshidrogenasa mediante la administracion de

3-NP en ratas Wistar.

Objetivos particulares

» En ratas tratadas con dosis crecientes de 3-NP, determinar alteraciones en la actividad
exploratoria y parametros de funcién mitocondrial: consumo de oxigeno, potencial
transmembranal, y actividad de los complejos | a V de la CTE.

» Evaluar el efecto del AHB sobre las alteraciones inducidas por 3-NP en actividad
exploratoria y los parametros de funcién mitocondrial: consumo de oxigeno, potencial

transmembranal y actividad de los complejos | a V de la CTE.

35



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos y equipo

El 3-NP, el AHB, el citocromo ¢, la antimicina A, la NADP”, la hexocinasa, la glucosa 6
fosfato deshidrogenasa (G6PDH), el carbonilcinanuro-p-trifluorometoxi-hidrazona (FCCP),
la safranina O y la rotenona se adquirieron de Sigma Aldrich C. (St Louis, MO, EEUU). El
tween 20 y el manitol se adquirieron en Golden Bell reactivos (DF; México). La albumina
sérica bovina (BSA) se adquirié de Armesco (Cochran, Ohio USA). La decilubiquinona se
adquiri6 en Enzo (Farmingdale NY, USA). El KCN se adquiri6 en Mallinckrodt (D.F;
México). Todos los demas reactivos fueron grado analitico y estan disponibles

comercialmente.

5.2 Animales

Se utilizaron ratas macho cepa Wistar de 250 g de peso, proporcionadas por el bioterio
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, “Manuel Velasco Suarez”. Los
animales se mantuvieron en cajas de acrilico durante todo el tratamiento, con ciclos
artificiales de luz/oscuridad de 12 h (7:00- 19:00) con una dieta estandar (Tekland Global
rodent diet; Harland Laboratories Inc; Maddison, WI, EEUU) y agua corriente ad libitum.
Todos los procedimientos que se llevaron a cabo en las ratas, se apegaron a la norma
oficial mexicana NOM 062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio”. La manipulacion de los animales se realizo

siempre procurando minimizar su sufrimiento.

5.3 Estrategia experimental

Este proyecto se dividié en dos etapas, la primera fue determinar el efecto de dosis
crecientes de 3-NP sobre la actividad exploratoria de las ratas y parametros de funcién
mitocondria en estriado, la segunda etapa tuvo la finalidad de evaluar el efecto de la
administracion previa de AHB sobre la disfuncidén mitocondrial producida por la toxina
3-NP.

A. Efecto de dosis crecientes de 3-NP

Se evaluo la actividad exploratoria de las ratas tratadas con 3 diferentes dosis de 3-NP: 5,
10 y 15 mg/Kg/24 h por 3 dias, administrado via subcutanea.
Posteriormente, se aislaron las mitocondrias de estriado de los animales que recibieron el

tratamiento y se determind el indice de control respiratorio (ICR), el potencial
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transmembranal, la actividad de los complejos I, II, 1ll, IV y la capacidad de sintesis de

ATP (complejo V), como se muestra en la Figura 5.3.1.

| I I I » Tiempo
Voo b (Ofes)
N
| v
3-NP Evaluacion de la actividad
(0, 5, 10, 15 mg/Kg) exploratoria

!

Sacrificio y aislamiento de mitocondrias
de estriado

|

Determinacion de potencial transmembranal, capacidad respiratoria, actividad de
complejos mitocondriales I-1V y capacidad de sintesis de ATP.

Figura. 5.3.1. Esquema de administracion de las diferentes dosis de 3-NP.

B. Efecto de AHB

Se trabajo con los siguientes grupos experimentales:
1) Grupo control: solucion salina via oral por 15 dias + vehiculo del 3-NP por 3 dias
via subcutanea.
2) Grupo 3-NP: solucidn salina via oral por 15 dias + 3-NP 15 mg/Kg/24 h por 3 dias,
via subcutanea.
3) Grupo AHB + 3-NP: AHB 0.5 mg/Kg/24 h por 15 dias, via oral + 3-NP por 3 dias via
subcutanea.
Una vez finalizado el tratamiento, se avalué la actividad exploratoria de los animales
tratados, para después aislar mitocondrias de estriado, evaluar el ICR, el potencial
transmembranal, la actividad de los complejos I, II, [l Y IV y la capacidad de sintesis de

ATP, como se muestra en la Figura 5.3.2
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CONTROL

|

3-NP

|

SSI1 0.5 ml/Kg/24 h por
15 dias, via oral.

SSI1 0.5 ml/Kg/24 h por
15 dias, via oral.

AHB + 3-NP

|

|

|

AHB 0.5 ml/Kg/24 h
por 15 dias, via oral.

PBS 1ml/kg/24h por
3 dias

3-NP 15mg/kg/24h por
3 dias

|

3-NP 1ml/kg/24h por 3
dias

—

_/

~—

Evaluacidn de la actividad exploratoria

}

Sacrificio y aislamiento de mitocondrias de estriado

!

Evaluacion de la sintesis de ATP, potencial transmembranal, determinacion de proteinas

y actividad de complejos mitocondriales.

Figura. 5.3.2. Esquema de administracion de AHB y 3-NP.

5.4 Evaluacién de actividad exploratoria

La determinacién de la actividad exploratoria en las ratas se
llevé a cabo utilizando un cilindro de acrilico (20 cm de didmetro
y 30 cm de alto), de acuerdo con el método previamente
descrito por Gharbawie et al (2004). Esta prueba se realizé en
un cuarto oscuro, utilizando luz roja ya que la longitud de onda
de la luz roja no es percibida por los animales. Cada animal se
colocé individualmente dentro del cilindro durante 5 minutos, y
se contd el numero de veces que el animal colocé las
extremidades delanteras en la pared del cilindro, como lo
muestra la Figura 5.4.1. El resultado se expres6 como el

numero de levantamientos/ 5minutos.

Fig 5.4.1. Prueba de
actividad exploratoria.
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5.5 Aislamiento de fraccién mitocondrial

Las mitocondrias se aislaron por el método reportado por Chinopoulus et al. (2011) con
algunas modificaciones. Una vez terminado el tratamiento con 3-NP se obtuvo el cerebro
y se disecté el estriado, el cual se homogenizé en un amortiguador de aislamiento
(MSEGTA) con la siguiente composicion: manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, EGTA 1 mM
y HEPES 10 mM a pH 7.2. (El tejido y todos los amortiguadores utilizados se mantuvieron
siempre en hielo). Este homogenado se centrifugd a 500 x g por 5 minutos para eliminar
tejido y células completas. Después, el sobrenadante se recentrifugo a 14,000 x g por 10
minutos y el boton resultante se resuspendié en amortiguador de aislamiento adicionado
con digitonina al 10% para ser sometido a un paso mas de centrifugacién a 14,000 x g por
10 minutos. La fraccion mitocondrial se purifico utilizando un gradiente de Percoll, para lo
cual el pellet obtenido en el paso anterior se resuspendio en 0.2 ml de Percoll 12% y se
colocé cuidadosamente sobre 1 ml de Percoll 24% y se centrifugd a 18,000 x g por 15
minutos. Posteriormente, se retird 0.9 ml de amortiguador y se adicion6 1.2 ml de
MSEGTA, para volver a centrifugar a 18,000 x g por 5 min. Como ultimo paso, se
sustituyé 1.5 ml del amortiguador con MSEGTA limpio para centrifugar a 14,000 x g por
15 minutos. Finalmente, el botén se resuspendi6 en 100 pL de amortiguador de

aislamiento sin EGTA para alcanzar una concentracion de proteina de 4-8 mg/ml.

5.6 Determinacién de proteina

La concentracion de proteina se determind utilizando el método reportado por Lowry
(1951). Este método se basa en la reduccion del reactivo Folin por la oxidacion de
aminoacidos aroméaticos presentes en las proteinas, en una reaccién catalizada por cobre.
El ensayo se llevo a cabo utilizando una dilucion de 1:100 de la fraccién mitocondrial, los
valores de absorbancia obtenidos se extrapolaron en una curva estandar de ASB, tanto la
curva como las muestras se midieron a 660 nm, y el resultado se expres6 en mg

proteina /ml.

39



5.7 Potencial transmembranal (Ay)

El potencial de membrana mitocondrial se evalu6 como se describié por Cano-Ramirez
el al. (2012). Esta determinacion se basa en el monitoreo de los cambios de fluorescencia
de la safranina O (un compuesto cationico liposoluble) que se registran al disipar el
gradiente de protones en la mitocondria, estos cambios de fluorescencia se midieron a
A=495 y A=586 nm de excitacion y emision, respectivamente

La determinacion se llevé a cabo en un medio que contenia safranina O a una
concentracion de 20 uM, con la posterior adicion de 25 pg de proteina mitocondrial, y
glutamato/malato 0.25 M o succinato 140 uM como sustratos para alimentar la CTE a
través del complejo | o I, respectivamente. El potencial se disip6 al adicionar FCCP 200
MM y se calculd la diferencia de la fluorescencia medida entre la adicion de los sustratos y
la del FCCP, los valores se reportaron como unidades de fluorescencia/mg de proteina
(AUF/mg prot).

5.8 Respiracion mitocondrial (consumo de oxigeno)

La respiracion mitocondrial se determin6 mediante un ensayo previamente descrito
(Cano-Ramirez et al; 2012) usando un electrodo tipo Clark, el ensayo se llevd a cabo en
un medio de respiracibn compuesto por sacarosa 70 mM, Manitol 220 mM, KH,PO,
10 mM, MgCl, 5 mM, EGTA 1 mM, BSA 0.2% y HEPES 25 mM a pH=7.3. Como se
muestra en la figura 5.8 se adicioné de 40-80 pg de proteina mitocondrial a este medio,
posteriormente se adicioné una mezcla de glutamato/malato (3 mM cada uno) o succinato
(10 mM) con rotenona (5 mM) con lo cual se inicié el consumo de oxigeno en estado
estacionario (respiracién en estado 2); la respiracion en estado fosforilante (estado 3) se
inici6 agregando ADP a una concentracion final de 100 uM. Una vez consumido el ADP
(estado 4), se adiciond oligomicina (estado desacoplado, U).

El ICR se calculé dividiendo las tasas del consumo de oxigeno en el estado 3 sobre el
estado 4, esta estimacién proporciona el acoplamiento de la sintesis de ATP al flujo de
electrones. Un ICR=1 ocurre en mitocondrias no acopladas, mientras que un ICR>3 se

detecta en mitocondrias acopladas.
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Figura.5.8 Trazo de oximetria usando una muestra de fraccién mitocondrial extraida de estriado de una rata

control. El sustrato respiratorio puede ser succinato para alimentar la CTE por complejo Il o bien, una
mezcla de glutamato y malato para alimentar la CTE por complejo |, en este caso se utilizé

glutamato/malato.

5.9 Complejo |

La actividad del complejo | se determiné por el método descrito por Long et al. (2009), que
se basa en la reduccion del 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP), un aceptor artificial de
electrones. ElI DCPIP se reduce, pasando de azul a incoloro, cuando recibe dos
electrones provenientes de la oxidaciéon de la delicilubiquinona a ubiquinol por el
complejo I, que transfiere a su vez los electrones a partir del NADH provisto en la reaccion
(Fig.5.10). Para inhibir la actividad de los Il y IV se utilizd antimicina y KCN,
respectivamente. El ensayo se llevd a cabo utilizando una mezcla de reaccion que
contenia: albumina sérica bovina 3 mg/ml, NADH 60 yM, KCN 2 mM, antimicina A 2 uM, y
decilubiguinona 60 uM en amortiguador de fosfato de potasio 10 mM, pH 7.4. La reaccion
inicid al adicionar una muestra de fraccion mitocondrial (~20 ug de proteina). La reduccion
de DCPIP se monitored a 600 nm por 3 minutos. En una reaccion paralela, se determino
la actividad insensible a rotenona al adicionar rotenona 4 yM a la mezcla de reaccion. La
actividad se calculé utilizando el coeficiente de extincién molar del DCPIP (19.1 x10° M™

cm™).
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5.10 Complejo Il

La actividad del complejo Il se determind mediante un ensayo espectrofotométrico
reportado por Kirby et al (2007), que al igual que la actividad del complejo I, se basa en la
reduccion del DCPIP. EI DCPIP se reduce, pasando de azul a incoloro, cuando recibe dos
electrones provenientes de la oxidacion de la delicilubiquina a ubiquinol, dicha reduccion
se lleva a cabo debido a que el complejo Il transfiere electrones desde el succinato hasta
la decilubiquinona (Fig.5.10), mientras se mantiene inhibido el complejo | mediante la
adicion de rotenona a la reaccién. Se incubaron 20 pg de proteina de la fraccion
mitocondrial a 37°C en una mezcla de reaccion con la siguiente composicidn: succinato
20 mM, antimicina A 2 uM, rotenona 5 um, KCN 2 mM y DCPIP 50 uM; la reaccion inicid
con la adicion de decilubiquinona 50 uM. La reduccion de DCPIP se monitore6 a 600 nm
por 5 minutos. Los calculos para la actividad se realizaron usando el coeficiente de
extincién molar del DCPIP (19.1 x10°* M cm™).

26 ,s /O/ ﬁ

DCPIP
oxidado

H Succinato Fumarato v

/@/N cl
HO OH

Cl

DCPIP
Reducido

Figura 5.10. Método para determinar la actividad de los complejos | y Il de la CTE. La reduccién de la
Ubiquinona (Q) a ubiquinol (QH,) puede ser debida a los electrones donados por el complejo | si el sustrato
utilizado es NADH, o debido al complejo Il si se utiliza succinato como sustrato. El ubiquinol formado es
posteriormente es reoxidado por el DCPIP presente en el medio de reaccion.
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5.11 Complejo Il

La actividad del complejo Il se determiné como fue descrito por Spinazzi et al. (2012).
Esta técnica se basa en la reduccion de citocromo c por el complejo lll, la reaccion se
monitore6 a 550 nm, (ya que a esta longitud de onda solo el citocromo ¢ reducido puede
ser detectado mientras que el oxidado no) por lo cual se observa un aumento en la
absorbancia a medida que se reduce el citocromo c.

Se incubd la fraccion mitocondrial a 37°C en una solucién de citocromo c oxidado 75 puM,
KCN 500 uM, EDTA 100 pM, tween 20 0.025% y amortiguador de fosfatos 25 mM pH 7.5;
la reaccidn se inicio al agregar decilubiquinol 100 uM. Para el calculo de la actividad, se
utilizé el coeficiente de extincién molar del citocromo ¢ (18.5 x10°M™*cm™). La
especificidad de la reaccion se estimo restando la actividad detectada en presencia de

antimicina A.

5.12 Complejo IV

Esta ensayo se realiz6 como se describi6 por Spinazzi et al. (2012), registrando la
oxidacion del citocromo ¢ reducido mediante la disminucion de la absorbancia a 550 nm.
La determinacion se realizo incubando la fraccion mitocondrial a 37°C en una solucion de
citocromo c reducido 60 pM. Para el célculo de la actividad, se utilizd el coeficiente de
extincién molar del citocromo ¢ (18.5x10° M™*.cm™). La especificidad de la reaccién se

estimo restando la actividad detectada en presencia de KCN.

5.13 Capacidad de sintesis de ATP

La capacidad de sintesis de ATP se midi6 indirectamente mediante un ensayo enzimatico
previamente descrito (Cano-Ramirez et al; 2012) que se basa en la deteccion del
incremento en la produccion de NAPDH a partir de NADP™. Esta reaccion inicia cuando se
alimenta la CTE, ya sea por complejo | o Il, mediante glutamato/malato o succinato,
respectivamente; en una mitocondria funcional la CTE genera un gradiente de protones
en el espacio intermembranal que permite la sintesis de ATP por la ATP sintasa. El ATP
formado es utilizado por la enzima hexocinasa para transformar la glucosa a glucosa 6-
fosfato, esta Ultima es transformada en 6-fosfoglucolactona, por la enzima G6PDH, la cual
reduce a la par la coenzima NADP" a NADPH (Figura 5.9).

Para llevar a cabo este ensayo, la fraccion mitocondrial se adicion6 a una mezcla de
reaccion que contenia: hexocinasa 4.5 U/ml, G6PDH 2 U/uL, glucosa 22 mM, NADP*
1.5 mM y glutamato/malato (7 mM cada uno) o bien, succinato 15 mM.
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La producciéon de NADPH se registro a partir de la adicion de ADP 100 pM. Todas las

determinaciones se hicieron por duplicado. El cambio en la absorbancia debido a la

reducciéon del NADP* se midid a 340 nm. El célculo de la actividad se realizé usando el

coeficiente de extincion molar del NADPH (6.22x10° M™*.cm™). Los resultados se

expresaron como nmol/min/mg de proteina.

4H2e 4H2e 2H

-
Intermembrane space :' '

\
PR ------‘ . IIII ‘--‘ \CytaS
l .- * =¥ ob 1 Ote, M Ona '
¢ = 1
' : L v
! I, v i
! ’ . \ @ ,
FelS ¢ ¢ Matrix Fe/S v
! FelS 1
1 ,@
FMN" @ 1
1
CH,0H
H 0
H
OH H
HO
H OH
Glucosa

Determinacion
a 340nm

Figura 5.9 Sistema utilizado para detectar la produccion de ATP.
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5.14 Anélisis estadistico

Los datos se analizaron usando el software Prism 6 (GraphPad, San Diego), mediante
una prueba ANOVA de una via seguida de la prueba de comparaciones multiples: Dunnet
cuando se analizé el efecto de las dosis crecientes de 3-NP, y Bonferroni para el resto de
los experimentos. Los valores se expresaron como el promedio £ error estandar de la

media (EEM), p<0.05 se considerd significativa.
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6. RESULTADOS

A. Efecto de 3-NP a dosis crecientes

Actividad exploratoria

La administracion de 3-NP afect6 la conducta de exploracion de los animales en forma
dependiente de la dosis recibida, como se observa en la Fig. 6.1, donde a una mayor
dosis se registr0 un menor numero de levantamientos. Se encontr6 una diferencia
significativa a 15 mg/kg, donde se presentaron en promedio soélo 6 levantamientos en
promedio, mientras para los animales del grupo control fue de alrededor de 22

levantamientos.

30

204

10 A

Levantamientos/ 5 min

mg/kg de 3-NP

Figura 6.1 Actividad motora de ratas Wistar tratadas con 3-NP. La determinacion se llevé a cabo 24 h
después de la uUltima administracion de 3-NP. Se realiz6 un ANOVA de una via seguido de una prueba
Dunnett. *p<0.05, n=-5-7.

Determinacion del consumo de oxigeno o capacidad respiratoria

Se calculd el indice de control respiratorio mediante los datos obtenidos del consumo de
oxigeno en el estado 3 y en el estado 4, como se describié en la seccion de materiales y
métodos, se utilizd succinato como sustrato y se encontré que el ICR disminuyé en forma
dependiente de la dosis de 3-NP empleada, llegando a 2.3 para 5 mg/kg, 1.5 para 10
mg/kg y 1.2 para 15 mg/kg, contra un ICR de 3.5 para las mitocondrias control.
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ICR

0 5 10 15

mg/kg de 3-NP

Figura 6.2 indice de control respiratorio de mitocondrias de estriado de rata. La determinacion se llevo a
cabo durante las primeras 4 horas después del aislamiento de la fraccion mitocondrial. Se realizé un
ANOVA de una via seguido de una prueba Dunnett. *p<0.05, n=-6-7. Solo se tomaron en cuenta los valores
de cada experimento cuando el ICR del control fue mayor a 3.

Potencial transmembranal

El tratamiento de las ratas con 3-NP no alter6 significativamente el potencial
transmembranal de la mitocondria cuando se utilizd6 succinato como sustrato, como se

muestra en la Fig. 6.3.
120
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204

0 5 10 15
mg/kg de 3-NP
Figura 6.3 Potencial transmembranal de mitocondrias de estriado de rata tratadas con 3-NP. La

determinacion se llevé durante las primeras 4 horas después del aislamiento Se realizé un ANOVA de una
via seguido de una prueba Dunnet. *p<0.05, n=-6-7.
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Actividad de complejos mitocondriales

Como se esperaba, el tratamiento con 3-NP inhibi6 la actividad del complejo Il de la CTE,
pero no se observo una relacion dosis-dependiente (Fig. 6.4.b), ya que en las tres dosis
usadas se encontrd aproximadamente un 50% de inhibicion. EI mismo efecto se observo
en la actividad del complejo Ill (Fig. 6.4.c), ya que se encontr6é una disminucion cercana al
50% a las tres dosis. Sin embargo, el tratamiento con 3-NP no afect6 significativamente la

actividad de los complejos | y IV (Fig.6.4.a y 6.4.b).

Actividad de complejo V (Capacidad de sintesis de ATP)
Como se puede observar en la Fig. 6.5, la capacidad de sintesis de ATP, utilizando
succinato como sustrato, se inhibié de forma independiente de la dosis de 3-NP utilizado,

cerca de un 50%.
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Figura 6.5 Capacidad de sintesis de ATP de mitocondrias de estriado de rata Wistar. La determinacion se
llevd a cabo durante las primeras 4 horas después del aislamiento. *p<0.05, n=5-6. Se realizé un ANOVA de
una via seguido de una prueba Dunnett.

Una vez determinado el efecto del 3-NP sobre la funcion mitocondrial, se estudid el efecto
de AHB utilizando 15 mg/kg de 3-NP, por ser la dosis en la que se encontro la alteracion
funcional en los animales y todos los parametros medidos muestran una diferencia

significativa.
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Figura 6.4. Actividad de complejos I, Il, Ill y IV de mitocondrias de estriado de ratas tratadas con 3-NP. Se

realizé un ANOVA de una via seguido de una prueba Dunnett.*p<0.05, n=6-12.
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B. Efecto de AHB al ser administrado previamente a 3-NP

La administracion de AHB previno la disminucién de la conducta exploratoria que se

presentd por la administracién de 15 mg/kg de 3-NP, como se observa en la Fig 6.6.

251
204
154

10 A

Levantamientos/ 5 min

CONTROL 3-NP AHB + 3-NP

Figura 6.6 Actividad exploratoria de ratas Wistar de los grupos experimentales. Se realizé un ANOVA de
una via seguido de una prueba Bonferroni *p<0.05, n=8-10.

Determinacion de consumo de oxigeno o capacidad respiratoria

Al evaluar el ICR utilizando succinato como sustrato, la velocidad de consumo de oxigeno
disminuyo tanto en las mitocondrias de las ratas administradas con 3-NP, asi como las
gue se administraron con AHB y 3-NP, es decir, la administracion de AHB no previno la
disminucién el consumo de oxigeno que se presenta por el 3-NP, como se muestra en la
Fig. 6.7 (paneles 1A, 1By 1C).

Dado que el sustrato que se us6 para medir el ICR fue succinato, y éste alimenta el
complejo Il, que se encuentra inhibido, también se determind el ICR usando como
sustrato una mezcla de glu/malato, que alimenta el complejo I. encontramos que la
velocidad de consumo de oxigeno no disminuyé en ninguno de los tres grupos
experimentales y los valores de ICR no presentaron diferencias significativas (Fig. 6.7 D-F
y Fig. 6.8).
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Actividad de complejos de la cadena transportadora de electrones (I-1V)

La administracion previa de AHB no previno la disminucion la actividad del complejo I
(Fig. 6.10 b), ya que las mitocondrias del grupo AHB +3-NP presentaron una disminucion
del 47% en la actividad de la enzima, valores que son estadisticamente iguales a los del
grupo de 3-NP, el cual presenté una disminucién del 54% en su actividad. Esto demuestra
qgue el AHB no actua directamente sobre la inhibicion de la succinato deshidrogenasa.

Por otro lado la actividad del complejo Il se vio disminuida en un 43.3% tras la
administracion de 3-NP, como ya se habia mostrado anteriormente (Fig. 6.4 c), sin
embargo el AHB no solo previno la disminucion en la actividad, si no que caus6 una
sobreactivacion del complejo en un 100% de actividad para el control a un 139% para el
tratado con AHB. De manera similar, el complejo IV present6 un aumento de su actividad
a un 203.9% al ser administrado con AHB, como se muestra en la Fig. 6.11, panel d.
Mientras que la actividad del complejo | no se vio afectada por el 3-NP ni por el AHB como

se muestra en la Fig. 6.11a.

Capacidad de sintesis de ATP
La actividad del complejo V se vio disminuida tras la administraciéon de 3-NP, cuando la
determinacién se llevé a cabo en presencia de succinato como sustrato, sin embargo, la

capacidad de sintesis de ATP no se afect6 al utilizar glutamato/malato como sustrato.
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7. DISCUSION

El 3-NP es una toxina que se une irreversiblemente a la enzima succinato
deshidrogenasa inhibiendo su actividad. A pesar de que el 3-NP se une al complejo Il de
todas las células, e inhibe de la misma forma en todos los tejidos y regiones cerebrales, el
estriado es la regidn cerebral que se ve mayormente afectada (Brouillet et al; 1998,
Mirandola et al; 2009). En el presente trabajo se alcanz6 una inhibicion del 50% de la
actividad, independientemente de la dosis de 3-NP utilizada.

Un dafio en estriado se refleja en alteraciones del movimiento; se ha reportado que el
3-NP puede producir tanto hipercinesia como hipocinesia de acuerdo con la dosis y el
tiempo de administracion de la toxina (Tunez; 2010). En este trabajo se determind la
actividad motora en las ratas mediante la prueba de la actividad exploratoria en cilindro, y
a pesar de que la prueba de conducta utilizada no habia sido reportada para el 3-NP, si se
ha utilizado para otros modelos de enfermedades neurodegenerativas en que se
presentan trastornos del movimiento, como el modelo de Parkinson inducido por rotenona
(Cannon et al; 2009). En acuerdo con la literatura, en este trabajo se encontré un efecto
hipocinético en las ratas tratadas con 3-NP, que fue significativo a la dosis de 15 mg/kg, el
cual se logro prevenir por la administracion de AHB; el efecto preventivo de los acidos
grasos w-3 también se ha reportado en otros modelos de la EH, por ejemplo en ratones
transgénicos R 6/1 que expresan huntingtina mutada; la suplementacion por 12 semanas
con 254 mg de lipidos (24% acido linoleico, 8% y-linolenico, 3% de EPA, 2% DHA y 5%
de acido a-lipoico) previno las deficiencias motoras que se presentaron en los animales
(Clifford et al; 2002). En otro modelo murino de la EH en el que se utilizaron ratones
YAC128, la administracion de etil-EPA (1% en la dieta por 5 meses) mejoré la disfuncién
motora que se presentd en estos animales (Van Raamsdonk et a; 2005). En lo que
respecta a sus efectos en humanos, un estudio clinico con pacientes de EH a quienes se
les administr6 EPA reportd una mejoria de la actividad motora en comparacion con
pacientes a quienes se les administré placebo (Puri et al; 2005). Sin embargo, ain no se
ha determinado mediante qué mecanismos los acidos grasos confieren esta proteccion.
En el presente trabajo, la funciébn mitocondrial del estriado se afect6 al administrar el
3-NP, lo cual se hizo evidente al registrar una inhibiciébn cercana a un 50% de los
complejos 1l y Ill de la CTE, una disminucion significativa en el ICR y en la capacidad de

sintesis de ATP al utilizar succinato como sustrato para alimentar la CTE.
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A pesar que la mitocondria perdio la capacidad de sintetizar ATP al alimentar la CTE por
complejo Il (ya que éste esta inhibido por el 3-NP), no la perdi6 al alimentarla por
complejo I, aunque el complejo Il se encontrd inhibido, por lo cual seria interesante
determinar el porqué de este efecto.

Se ha reportado una disminucién en la cantidad de ATP posterior al tratamiento con 3-NP,
tanto en mitocondrias aisladas de rata (Sing et al; 2010) como en cultivos celulares (Liot et
al; 2009); de hecho, esta deficiencia de ATP es considerada como uno de los principales
factores relacionados con la muerte neuronal (Tunéz et al; 2010). Por lo tanto, una de las
perspectivas de este trabajo es determinar el contenido de ATP en estriado con el fin de
confirmar si se encuentra disminuido, como se reporta en la literatura, ya que si la
mitocondria no pierde la capacidad de sintesis de ATP en presencia de un sustrato para
complejo I, ¢como es que el contenido de ATP se encentra disminuido?. Una posible
explicacion a este hecho es que la succinato deshidrogenasa forma parte del ciclo de
Krebs y al ser inhibida también se inhibe el ciclo, lo cual ya ha sido reportado por Henry y
colaboradores (2002), con la inhibicién del ciclo de Krebs disminuye el contenido de
NADH (sustrato para complejo 1). Por lo cual en condiciones fisiol6gicas la mitocondria no
contaria con el sustrato para complejo | y por lo tanto a pesar de que el complejo no se
encuentre inhibido no puede producir ATP. Los acidos grasos w-3 lograron restaurar la
capacidad de sintesis de ATP al utilizar succinato como sustrato, por lo cual seria
interesante estudiar los mecanismos por medio de los cuales se presenta este efecto.

Por otro lado el potencial transmembranal no presenté cambios a ninguna de las dosis de
3-NP utilizadas, a pesar de la inhibicion de los complejos Il y Il de la CTE. Esta ausencia
de cambio en el potencial por la administracion de 3-NP también se reportd en una linea
proveniente de ratones silvestres, al tratarlos con 3-NP no se afecté el potencial
transmembranal, sin embargo, la linea proveniente de raton transgénico que
sobreexpresa huntingtina mutada presenté una disminucion significativa en el potencial
como resultado del tratamiento con 3-NP (Mao et al; 2006). Otro trabajo realizado por
Mirdndola y colaboradores (2009) mostré resultados similares en los que mitocondrias
aisladas de cerebro expuestas a 1.2 mM de 3-NP no presentaron pérdida de potencial,
sino hasta que se adiciono calcio al medio de reaccion

Con estos estudios se puede plantear que para que se presente una pérdida del potencial
transmembranal debe haber factores como huntigtina mutada o aumento en los niveles de
calcio, ya que el potencial de membrana se encuentra altamente regulado a través del
control respiratorio; es decir, cuando la sintesis de ATP disminuye, aumenta la fuerza

protdbn motriz debido a que los protones ya no son utilizados por la ATP sintasa y se
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acumulan en el espacio intermembranal, la acumulacion de estos protones inhibe los
complejos que bombean protones (complejo I, 1l y IV) y por lo tanto se inhibe la
respiracion mitocondrial (Sanderson et al; 2013). Lo cual puede ser una posible
explicacion de porqué en este trabajo el potencial no se encuentra disminuido, mientras
gue el consumo de oxigeno si se encuentra disminuido a pesar de que la actividad del
complejo IV no se afecte tras la administracion de 3-NP.

En lo que respecta a los efectos de los acidos grasos w-3 en la mitocondria, la
administracion de AHB no ejerce un efecto directo sobre la inhibicion del complejo II,
tampoco presentd efectos sobre el ICR, al alimentar la CTE por complejo | o complejo II,
ni sobre el potencial; sin embargo la evaluacién de la actividad los complejos
mitocondriales permiti6 determinar que la forma en que mitocondria respondié en
presencia de los acidos grasos w-3 al dafio ocasionado por 3-NP, es la sobreactivacion
de los complejos lll y IV. En lo que respecta al complejo Il no se han reportado efectos
similares, por lo cual, es de gran importancia continuar con el estudio de los efectos que
ejercen los acidos grasos w-3 sobre su actividad.

Diversos autores han reportado que el complejo IV puede ser afectado por la
administracion de 3-NP, aunque en menor medida que el complejo II; sin embargo con el
esquema de administracion utilizado en este trabajo la actividad del complejo no se vio
afectada, pero tras la administracion de AHB y el posterior dafio con 3-NP el complejo IV
presentd un aumento del 103.9% en su actividad, un estudio reciente realizado por
Salama y colaboradores (2013) mostré que la administracion de aceite de AHB restaura la
actividad del complejo IV de mitocondrias de higado después de la reduccion del 38% de
su actividad por la administracion de nitrito de sodio (Salama et al 2013); también se ha
reportado que otros compuestos tienen la capacidad de mejorar la actividad del complejo
IV, por ejemplo al ser inhibido por la administracion durante 4 dias con 25 mg/kg de 3-NP
su actividad disminuyé en un 21.3%, mientras que la administraciéon de licopeno la
restauré en un 14.7% (Sandhir et al; 2010). Se ha propuesto que la baja actividad de la
citocromo oxidasa esta relacionada con la formacion de ERO y la apoptosis (Yu et al;
2002), ya que tanto el AHB como el licopeno restauran la actividad de la mitocondria a
través de su efecto antioxidante, por lo cual, como parte complementaria de este trabajo
se determinara la produccion de ERO.

Sin embargo también se ha reportado el efecto de los acidos grasos w-3 sobre la funcién
mitocondrial en ausencia de dafio, Kitajka y colaboradores (2002) analizaron el efecto de
la administracion de acidos grasos w-3 en la expresion de diversos genes, este estudio

revelo que la administracion de aceite de pescado durante toda la vida de las ratas causa
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la sobreexpresion de 55 genes diferentes, mientras que otros 47 genes fueron suprimidos,
entre estos genes sobreexpresados se encontraron subunidades del complejo IV y otros
genes relacionados con el metabolismo oxidativo y la biogénesis mitocondrial.

En forma paralela a este trabajo de tesis, también se esta evaluando el efecto que tiene la
administracion de los acidos grasos w-3 en ausencia de dafio en mitocondrias aisladas de
diferentes tejidos cerebrales, con el propésito de determinar si este efecto de
sobreactivacién que se esta presentando en los complejos Il y IV se debe Unicamente a
los acidos grasos w-3, 0 Si se requiere que exista un dafio en la mitocondria para que se

presente dicha sobreactivacion.
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8. CONCLUSIONES

El aceite de higado de bacalao previene la disminucién en la conducta exploratoria
ocasionada por la administracion de 3-NP.

Los acidos grasos w-3 no acttan directamente sobre la inhibicion del complejo II.
Sin embargo un posible mecanismo de accion de los &cidos grasos w-3 es la
sobreactivacion de los complejos Il y IV de la cadena transportadora de electrones.

9. PERSPECTIVAS

Evaluar la expresiéon génica de los complejos Il y IV CTE tras la administracion de
AHB y 3-NP.

Determinar la produccion de ERO en mitocondrias de rata administradas con AHB
y 3-NP.

Estudiar por separado el efecto del 3-NP y el AHB en mitocondrias de diferentes
grupos celulares (neuronas y astrocitos) presentes en estriado.
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