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RESUMEN

La epilepsia es un trastorno neuroldgico caracterizado por descargas
cerebrales espontaneas, recurrentes y paroxisticas; clinicamente conduce

a alteraciones persistentes en la funcién y la morfologia de las neuronas.

Debido a la alta prevalencia de la enfermedad asi como la presencia de
un alto porcentaje de pacientes farmacoresistentes, es necesario realizar
nuevos estudios que nos permitan comprender los mecanismos basicos

fisiopatoldgicos.

En diversos trastornos neurolégicos, se han observado alteraciones en la
morfologia y funcion mitocondrial tales como la presencia de mitocondrias
alargadas o fragmentadas y la disminucion en la actividad de los
complejos de la cadena respiratoria. Las mitocondrias realizan una gran
variedad de funciones en la célula, incluyendo la produccion de energia,
y la regulacion de la apoptosis. Aun no es claro como estas diversas
funciones se coordinan entre todas las mitocondrias en una célula, pero
probablemente depende de la naturaleza dinamica de la mitocondria. Se
sabe que las mitofusinas (Mfnl y Mfn2) y OPA1 (proteina de atrofia optica,

Optical Atrophy Protein 1) son importantes para la fusiéon mitocondrial.

Utilizando un modelo de litio-pilocarpina para inducir status epilepticus,
se estudiaron los cambios en la expresion de las proteinas de fusion
mitocondrial Mfnl y OPAl. En el estudio se observdé un aumento
significativo en la expresion proteica a los tres dias posteriores al dafio
hipocampal iniciado en el SE. Sin embargo, los niveles de transcrito se

mantienen sin cambio alguno.

Estos resultados nos sugieren que, como respuesta al dafio, aumenta la

actividad de fusién mitocondrial permitiendo que estas se concentren en



un espacio mas delimitado y puedan intercambiar moléculas para reparar

el dano mitocondrial.
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INTRODUCCION
1.-Epilepsia

La epilepsia, de acuerdo con la Liga internacional contra la epilepsia, ILAE
por sus siglas en inglés (International League Against Epilepsy), es un
trastorno neuroldgico caracterizado por una predisposicion duradera para
generar ataques epilépticos y que puede tener consecuencias
neurobiolégicas, cognitivas, psicolégicas y sociales.1? La OMS en su sitio
web (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs999/es/) menciona
que es una condicidon que afecta a alrededor de 50 millones de personas
en todo el mundo. En México, la prevalencia de pacientes con epilepsia es
del 1 al 29722, lo cual sugiere que en nuestro pais existen por lo menos
un millén de personas con alguna forma de epilepsia.l” Aproximadamente
un 30% de los pacientes epilépticos no se controlan con medicacion, por
lo que es necesario valorar otras opciones terapéuticas. La alta
prevalencia de la enfermedad, asi como la ausencia de un tratamiento
antiepileptégenico, hace necesario realizar nuevos estudios y crear
modelos experimentales en animales que nos permitan comprender los

mecanismos basicos fisiopatoldgicos?'s.

Las causas de la epilepsia son varias, por ejemplo: hipoxia-isquemia,
infecciones, traumatismos, malformaciones congénitas, alteraciones
innatas del metabolismo, neoplasias e intoxicaciones, entre otras.?*
Existen cuatro grupos en que se dividen las diversas causas de la

epilepsia: 2°

» Causas de origen genético o presumiblemente genético donde no

hay anormalidades anatémicas. Aqui se incluyen a la epilepsia
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autosdmica dominante de l6bulo frontal, el sindrome de Dravet y la

epilepsia mioclonica severa de la infancia.

Causas congénitas o adquiridas asociadas con anormalidades
anatomicas o patoldgicas y/o caracteristicas clinicas. Se incluyen
causas como el sindrome de West, el sindrome de falla renal
mioclonica, esclerosis tuberal, neurofibromatosis, sindrome de
Angelman, desérdenes en el ciclo de la urea, desordenes en el
metabolismo de los folatos y la cobalamina, microcefalia, quistes
aracnoides y el sindrome de Rett. Ademas de la esclerosis
hipocampal, traumatismos craneales, paralisis cerebral, gliomas,
meningitis viral Yy bacteriana, encefalitis, malaria,
neurocisticercosis, tuberculosis, VIH, hemorragia cerebral,

hidrocefalia y porencefalia.

Casos donde existe un factor sistémico o ambiental que es
predominantemente la causa y no se observan cambios anatomicos.
Entre dichas causas se hallan el alcoholismo, la drogadiccion, fiebre

y los desordenes en el ciclo suefio-vigilia.

Epilepsia idiopética: epilepsia sintoméatica cuya causa se desconoce.
Aun en nuestros dias este grupo sigue siendo una categoria
importante, lo que representa alrededor de un 40% de los casos

existentes.

Los sintomas varian de persona a persona. Algunas experimentan simples

episodios de ausencia mientras que otras presentan convulsiones

violentas y pérdida del estado de alerta.l!

Los factores de riesgo mas comunes para la epilepsia son las

enfermedades cerebrovasculares, los tumores cerebrales, el alcohol, las

lesiones traumaticas cerebrales, malformaciones del desarrollo cortical,
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herencia genética y las infecciones del sistema nervioso central. En los
paises de escasos recursos las infecciones endémicas como el paludismo

y la neurocisticercosis parecen ser los principales factores de riesgo.?*

Existen tres tipos de convulsiones: las crisis de ausencia o “pequefo mal”,
las convulsiones generalizadas o “gran mal”!! y las convulsiones focales.
La crisis de ausencia se caracteriza por episodios de “desconexion”,
donde el paciente queda inmoévil, con la vista fija, inconsciente y no
reactivo a estimulos. Su duracion es de 5 a 20 segundos, son de

ocurrencia diaria, muchas veces al dia y de inicio y término abrupto.?!

Las crisis generalizadas, como lo indica su hombre, involucran a ambos
hemisferios cerebrales, éstas pueden ser de tipo cldnicas, ténicas o
clénico-tonicas. La crisis clénica se refiere a una crisis convulsiva con
movimientos repetitivos. Las crisis tdnicas consisten en la rigidez de todo
el cuerpo donde inclusive se pueden adoptar posturas atipicas. Por ultimo,
las crisis ténico-clonicas presentan los elementos antes mencionados;
generalmente, inician con una rigidez corporal seguida de un periodo de

convulsiones.!

La mayoria de todas las formas de epilepsia se desarrollan en un
determinado periodo de tiempo. Es decir, en algin momento de la vida,
el cerebro funciona normalmente, pero después de cierta secuencia de
desarrollo o en respuesta a algun tipo de dafo, se genera un estado nuevo
en el cual los circuitos neuronales llegan a ser hiperexcitables, originando
crisis recurrentes y espontaneas.!’ Los estudios clinicos y epidemiolégicos
sugieren que los pacientes con epilepsia crénica sufren degeneraciéon
cerebral progresiva que se acompafia de cambios en el comportamiento
a largo plazo y la disminucion cognitiva a pesar de contar con un

tratamiento antiepiléptico 6ptimo.°
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2.-Fisiopatologia de la epilepsia.

Las sefales eléctricas de las neuronas se producen de dos formas: el
potencial de accidén, que se propaga a lo largo del axén de la neurona
desde el soma y la transmision sinaptica que permite la transmision de la
seflal entre neuronas y se realiza mediante impulsos quimicos que se

convierten en senales eléctricas.

La propagacion de los potenciales de accion a lo largo de los axones
transmite informacion en el sistema nervioso central. Cuando la terminal
presinaptica del axon es estimulada por un potencial de accidén se produce
la entrada de Ca?* en la célula, y ésta desencadena la liberacion de
neurotransmisores. Los neurotransmisores se acoplan a los receptores de
membrana postsinapticos. Este proceso da lugar a potenciales
postsinapticos excitadores (PPSE) e inhibidores (PPSI). La suma de los
PPSE y PPSI sincronizados da lugar a la actividad eléctrica que se registra
en el cerebro y se conoce con el nombre electro-encefalograma (EEG).
Glutamato y aspartato son los principales neurotransmisores excitadores
del sistema nervioso central (SNC), mientras que el acido gamma-

aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor.4

En cuanto a la corteza cerebral, se distinguen tres tipos de corteza
cerebral: paleocértex, arquicortex y neocortex. El paleocortex lo
constituye la corteza olfatoria y piriforme, el arquicértex incluye el
hipocampo y el giro dentado, y el neocértex el resto de la corteza
cerebral.l’® Las epilepsias afectan a estas estructuras de la corteza
cerebral y sus conexiones con las estructuras diencefalicas y el tronco

cerebral.

La epileptogénesis es el proceso dinamico por el cual el cerebro se

convierte en epiléptico y comienza a generar crisis epilépticas
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espontaneas y recurrentes’ El desarrollo de la epilepsia se debe a una
despolarizacion excesiva de la membrana de las neuronas epileptégenas
que origina, por un lado, una descarga neuronal unitaria de alta frecuencia
Yy, por el otro, cambios hiperpolarizantes compensatorios que tratan de
regular esta descarga. La epileptogénesis esta causada por alteraciones
en poblaciones neuronales que dan lugar a la disminucion de sus
propiedades inhibidoras o al aumento de las excitadoras. Las alteraciones
electroliticas, los farmacos y los toxicos pueden dar lugar a crisis
epilépticas por alterar el equilibrio entre la excitabilidad y la inhibicion

neuronal.?’

Ademas, la epilepsia se debe a un reclutamiento anormal de las neuronas
formando un foco epiléptico y de las neuronas vecinas o distantes, lo que
origina una hipersincronia de las descargas neuronales individuales. De
este modo, los fendbmenos despolarizaciéon-hiperpolarizacion junto con
descargas neurales excesivas e hipersincronicas son la esencia de la
actividad convulsiva, y estos fendmenos son comunes a todos los tejidos
cerebrales epilépticos independientemente de la causa que los produce y

de la regién cerebral.??

No se conoce claramente el mecanismo por el cual las lesiones cerebrales
producen crisis epilépticas, pero se ha considerado que el tejido cortical
aledafio a la zona de lesién mas que la lesiéon epiléptica en si misma, es

el responsable de las convulsiones.?”

Durante la etapa convulsiva, la corteza cerebral adyacente a la lesion
epiléptica muestra una reduccién significativa en su espesor y en el
numero de células en todas las capas corticales y durante la etapa de
remision se observa una reduccion significativamente mayor en el espesor

y en la composiciéon de las células corticales que en la etapa convulsiva.®
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Las diferentes formas de las crisis epilépticas dependen de la regiéon y las
proyecciones anatomicas involucradas. La evidencia experimental indica
que el cerebro anterior, principalmente en regiones relacionadas con el
sistema limbico, participa en la inducciobn de Ilas convulsiones
caracterizadas por crisis clonicas faciales y de los miembros anteriores,

pero no para otros componentes de las crisis clénicas y ténicas.’

En estudios de microscopia electronica, las células piramidales del
neocortex mostraron evidencia de una degeneracion lenta y progresiva:
aumento de la densidad de la matriz citoplasmica y deformacion de la

mitocondria.?’

El estado epiléptico, status epilepticus (SE), o la condicidén de las crisis
epilépticas prolongadas se asocia con una significativa morbilidad y
mortalidad.® La presencia de una crisis continua mayor a cinco minutos o
varias crisis sin recuperacion del estado de conciencia entre ellas,
caracteriza al SE, mientras que la mayoria de las crisis convulsivas tienen
una duraciéon de 1-2 minutos. Sin embargo, la somnolencia o estupor y el
estado de confusion que sufren los pacientes una vez que han sufrido una
crisis pueden hacer dificil el determinar si el paciente ha presentado o no
recuperacion del estado de conciencia entre las crisis, por lo que su
distincion del status epilepticus puede constituir un reto diagnéstico para
el clinico. En humanos y modelos animales resulta en dafio cerebral
significativo y aumenta el riesgo de convulsiones posteriores, junto con
un patrén caracteristico de pérdida de células neuronales especialmente

en el hipocampo.®
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3.-Modelos animales utilizados en el estudio de la epilepsia.

Existen diversos modelos experimentales de epilepsia; éstos se dividen
principalmente en agudos y cronicos. Los de epilepsia aguda se inducen
por la administracion de farmacos convulsivos o por estimulacion
eléctrica. Los de epilepsia cronica requieren de mayor cuidado, trabajo y
coste econdmico, pero se ha comprobado que reproducen mejor la

fisiopatologia de la epilepsia en humanos.'3

Entre los mas utilizados estan los modelos de epilepsia temporal media,
los cuales se emplean para estudiar la esclerosis temporal medial; de
éstos, el kindling y el modelo del estado epiléptico son los mas usados.
Ambos tienen en comun la capacidad de inducir un estado epiléptico

cronico pero difieren en el proceso de epileptogénesis.

El kindling consiste en la estimulacion repetida, eléctrica o quimica, sobre
diversas estructuras del sistema limbico (habitualmente amigdala,
corteza e hipocampo) de modo que, con el paso del tiempo hay un
aumento de la excitabilidad y las neuronas se transforman en "neuronas
patoldgicas" capaces de generar crisis epilépticas; primero, cuando se les
estimula y, posteriormente, en algunos modelos de animales, también de

forma espontanea.

Por otra parte se encuentra el modelo de SE: en este caso se aplican
mediante una inyeccion sistémica o intracerebral diferentes agentes
convulsivos, como el acido kainico y la pilocarpina. Esto da lugar a un
estado epiléptico agudo con crisis tonico-clonicas generalizadas que
constituye el evento inicial. Tras este episodio, aparece una fase libre de
crisis o latente, que puede durar semanas, tras lo que se inician las crisis

de forma espontanea y recurrente (fase cronica).
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El 4cido kainico fue uno de los primeros compuestos utilizados para
modelar la Epilepsia de Lobulo Temporal (ELT) en roedores. Es un analogo
del L-glutamato, su administracion sistémica o intracerebral causa la
despolarizacion neuronal y convulsiones; se ha observado que afecta
preferentemente al hipocampo. Al administrar a roedores con el
compuesto  muestran  convulsiones  recurrentes, regularmente
generalizadas y de frecuencia variable, con correlacion histopatologica
notable con la esclerosis hipocampal. Tiene la ventaja de causar lesiones
habitualmente restringidas del hipocampo, a diferencia de la pilocarpina,
que también puede producir lesiones en areas neocorticales. No obstante,
estas zonas también estan significativamente comprometidas en la ELT
humana, lo cual hace a la pilocarpina una buena eleccibn como

quimioconvulsivante.

La pilocarpina es un agonista de los receptores muscarinicos de
acetilcolina. La inyeccion sistémica o intracerebral de pilocarpina provoca
convulsiones que desembocan en un SE limbico. Posteriormente se
presentan dafios estructurales y el desarrollo de convulsiones recurrentes
y espontaneas similares a las de las crisis parciales complejas en
humanos. Ademas, hay varias similitudes neuroquimicas entre la ELT y el
modelo de pilocarpina. Por ejemplo, el déficit cognitivo y de memoria
comunmente hallados en pacientes con ELT esta presente en ratas

tratadas con pilocarpina.t®

Los estudios anatomicos del hipocampo de las ratas sometidas a este
método muestran alteraciones muy similares a las de la esclerosis
temporal medial del humano con muerte neuronal y astrogliosis en el
hipocampo y amigdala. El uso de estos modelos experimentales nos

permite no solo ver si los cambios anatomico-patologicos son similares en
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la fase tardia, sino también analizar las modificaciones que ocurren en

fases iniciales y durante la epileptogénesis.

Otros compuestos como el pentilentetrazol (PTZ), la estricnina, N-metil-
D, L-aspartato, la toxina tetanica, y la penicilina son ampliamente
utilizados como modelos de convulsiones agudas, y no como modelos
animales de epilepsia. La diferencia es que el modelo de convulsiones
puede servir para la deteccion rapida de la accion de farmacos

antiepilépticos, pero no necesariamente resulta en epilepsia crénica.'®

4.-Estudio de las mitocondrias en enfermedades

neurodegenerativas.

Las neuronas son células metabdlicamente activas con altas demandas de
energia en lugares distantes del cuerpo celular. Como resultado, estas
células son particularmente dependientes de la funciobn mitocondrial,
como se ha observado en investigaciones que muestran que las
enfermedades de la disfuncibn mitocondrial a menudo tienen un

componente neurodegenerativo.’

La mitocondria es un organelo presente en células eucariontes y cumple
con funciones esenciales dentro de la misma.?® Su principal funcién es la
produccion de energia en forma de ATP (Adenosin trifosfato) mediante la
fosforilacion oxidativa. La mayoria del ATP cerebral consumido es usado
para la actividad eléctrica de las neuronas. Ademas de la produccion de
energia, las mitocondrias también juegan un papel crucial en el
mantenimiento de la homeostasis del calcio intracelular, la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los mecanismos de muerte celular.®
Aun no es claro como estas diversas funciones se coordinan entre las
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mitocondrias en una célula, pero probablemente depende de la naturaleza

dinamica de la mitocondria.

La morfologia mitocondrial es mucho mas dindmica de lo que inicialmente
se pensd. En muchos tipos de células las mitocondrias forman tubulos
alargados que continuamente se dividen y fusionan para formar una red
de interconexion dinamica.?® La maquinaria molecular que regula los
procesos de fision y fusidn es necesaria para entremezclar los lipidos y el
contenido soluble de una poblacibn de mitocondrias. Ademas, las
mitocondrias se reclutan activamente a los sitios subcelulares, tales como

los procesos axonales y dendriticos de las neuronas.’

Reciente evidencia acentla la importancia de las proteinas de fision y
fusién mitocondrial en la supervivencia celular y vias anti-apoptaéticas. La
perturbacion en la fusion mitocondrial resulta en defectos en el potencial
de membrana mitocondrial, en la respiracion, pobre crecimiento celular y
el incremento de la susceptibilidad a la muerte celular; esto contribuye,
directa o0 indirectamente, en la etiopatogénesis de diversas

enfermedades.

Anteriormente, la disfuncion mitocondrial se asociaba con desoérdenes
como Charcot-Marie-Tooth 2A, una neuropatia periférica, y con la atrofia
Optica dominante, una neuropatia Optica hereditaria; ambas son el
resultado de una deficiencia primaria de la fusién mitocondrial.” Por otra
parte, varias enfermedades neurodegenerativas, tales como Parkinson,
Alzheimer y la enfermedad de Huntington involucran la disrupcién de la

dinamica mitocondrial.”

Fisiologicamente, las funciones mitocondriales se deterioran con el paso
del tiempo debido a la acumulacion de alteraciones patogénicas en el
DNAmit, el lento declive de la actividad de la cadena respiratoria y el

desbalance entre la produccién de especies reactivas de oxigeno y los
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mecanismos antioxidantes. Mitocondrias senescentes presentan
alteraciones morfoldgicas y funcionales similares a las observadas en

enfermedades neurodegenerativas.

Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es una demencia degenerativa con deterioro
de la memoria inicial que progresa a una pérdida de las facultades
mentales y fisicas3®. La evidencia sugiere que la falta de memoria en la
enfermedad de Alzheimer es un resultado de la pérdida sinaptica. Una
gran cantidad de estudios se han centrado en el papel central del péptido
B-amiloide en la patogénesis y progresion de la EA. Oligomeros de B-
amiloide pueden unirse a las espinas dendriticas, causando la disfuncién
sindptica.

Estudios realizados en tejidos y células de pacientes con Alzheimer
revelaron un desbalance fusion-fision lo que resulta en un incremento en
la fragmentaciéon mitocondrial. En particular, se observaron niveles bajos
de Mfnl, Mfn2 y OPAl y niveles incrementados de Fisl y Drpl.
Notablemente, Fisl y Drpl muestran interacciones aberrantes con
proteinas relacionadas con la enfermedad de Alzheimer: B-amiloide y tau

fosforilada.

Enfermedad de Parkinson

La pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia
nigra conduce a la enfermedad de Parkinson (EP), la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun en los seres humanos. Los sintomas de la

enfermedad de Parkinson pueden incluir:
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« Temblor en las manos, los brazos, las piernas, la mandibula y la

cara
« Rigidez en los brazos, las piernas y el tronco
e Lentitud de los movimientos
e Problemas de equilibrio y coordinacion

Se han identificado dos genes en la EP hereditaria: Pinkl y Parkin, en
ambos casos se ha demostrado su importancia para mantener la
integridad mitocondrial. Los knockouts para ambos genes presentan leves

defectos en la respiracion y sensibilidad al estrés oxidativo.®8

En otro orden de ideas, el papel causal de la dinamica mitocondrial
alterada en la EP parece ser una hipoétesis robusta. En las formas juveniles
familiares de la EP, debido a mutaciones recesivas en los genes
relacionados con la mitofagia como Parkin y PINK1, varias lineas de
evidencia apuntan hacia el deterioro directo de las vias de la fision-fusiéon
mitocondrial. El eje Parkin-PINK1 juega un papel regulador en el control
de calidad mitocondrial, participando en la ubiquitinacién y degradacion
de Mfnl y Mfn2.2%

Enfermedad de Huntington

Para el caso de Huntington, que es causada por la expansion anormal del
triplete CAG en el exén 1 del gen de la huntingtina, resultando en la
proteina conocida como mutante Htt. AUn no se sabe con exactitud como
la mutante Htt ejerce sus efectos toxicos, pero varios mecanismos se han
postulado incluyendo la desregulacion transcripcional, anormalidades en

el metabolismo energético, agregacion de proteinas y el dafio oxidativo.
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Varios de estos mecanismos sugieren la participaciéon de una disfunciéon

mitocondrial.

Epilepsia

En el caso de la epilepsia, hay muy poca informacién sobre las
alteraciones en la dinamica mitocondrial, de ahi la importancia de este

trabajo.

Estudios clinicos, genéticos y metabdlicos han implicado a la mitocondria
en el proceso de epileptogénesis. Las alteraciones en el transporte de
electrones, la generacion de especies reactivas del oxigeno, del
metabolismo del calcio y la apoptosis se han descrito en el tejido nervioso

humano y animal y reflejan los cambios en la fisiologia mitocondrial.?3

Se sabe que las convulsiones sufridas durante la epilepsia desencadenan
eventos de muerte celular. Estudios en animales y humanos han podido
respaldar la idea de que la muerte celular por apoptosis juega un rol
importante en el dafo provocado por las crisis epilépticas. Chen et al.
(2010) demostraron que el mantenimiento del metabolismo energético
durante las crisis epilépticas se relaciona con la muerte celular apoptdética
en células del hipocampo. La evidencia experimental sugiere que el
citocromo c es liberado en el hipocampo dafiado posteriormente a la
convulsién donde activa a las caspasas 9 y 3 y subsecuentemente genera
la fragmentacion del ADN.1? Todo esto sugiere que la via intrinseca de la
apoptosis puede contribuir a la neuropatologia de la epilepsia humana,

principalmente en el hipocampo.®

Ademas, existe evidencia que asocia la disfuncion mitocondrial con la
epilepsia y el status epilepticus. Chuang et al. (2004) nos muestran una

depresion significativa de la actividad de los complejos | y Il en el
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hipocampo después de 180 minutos de SE producido por la administracion
de acido kainico. Estos cambios fueron acompafnados por la hinchazon de

espacios mitocondriales y cambios en la membrana mitocondrial.

Una mejor comprension de los detalles moleculares subyacentes han
comenzado a proporcionar enfoques racionales para el disefio de nuevas

estrategias de tratamiento.?3

5.-Mecanismos de fusion mitocondrial.

Las mitocondrias cuentan con doble membrana. Por lo tanto, a diferencia
del proceso de fisibn que posiblemente se puede lograr mediante la
escicion de la superficie externa de las mitocondrias, la finalizacion de la
fusion mitocondrial se produce de forma secuencial: fusion de la
membrana externa seguida por la de la membrana interna.3' En
mamiferos, las principales proteinas implicadas en la fusion son Mfnl y

OPA1, ambas pertenecen a la familia de las GTPasas.?°

La fusion mitocondrial se inicia con la unién de dos mitocondrias opuestas
mediadas por la proteina Mfnl 3%, la cual se encuentra localizada en la
membrana mitocondrial externa (MME). La proteina Mfnl tiene un
dominio de GTPasa, cuya actividad es esencial para la fusibn mitocondrial;
ademas, presenta una region en el extremo carboxilo terminal que
permite la unién entre mitocondrias a través de la unién con otra Mfnl o
con Mfn2, formando asi complejos homo o heterotipicos.?® Las células de
mamiferos tienen dos isoformas: Mfnl y Mfn2, siendo Mfnl la principal
involucrada en el proceso de fusién mitocondrial.’® Ambas isoformas
comparten una estructura conservada que contiene el dominio GTPasa N-
terminal, dos regiones heptarepetidas (HR1 y HR2), y dos dominios

transmembrana cerca del extremo C-terminal (Figura 1A). HR1 y HR2 se
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encuentran en lados opuestos de la region transmembranal que abarca la
membrana externa dos veces, exponiendo los dominios GTPasa, HR1,
HR2 y al citosol. Los estudios con Mfnl mostraron que la region C-terminal
HR2 interactua con el HR2 de otra molécula Mfn en la mitocondria
adyacente a través de una interaccion antiparalela, que permite la

inmovilizacion de las dos membranas (Figura 1B).3!

GTFase

Figura 1. Esquema sobre fusion mitocondrial. (A) Estructura de las proteinas de

fusion mitocondrial. (B) Representacion grafica del proceso de fusion.

Posteriormente, se lleva a cabo la fusion de la membrana mitocondrial
interna (MMI) mediada por OPA1.3' OPA1l se encuentra en la MMI y es

codificada por un solo gen con ocho variantes de transcrito resultantes de

25



splicing alternativo. Las diversas variantes de OPAl son proteolizadas
diferencialmente en formas largas y cortas, produciendo una serie de
diferentes isoformas OPA1 en las mitocondrias.?® Las formas largas estan
integradas en la membrana mitocondrial interna a través del dominio

transmembrana N-terminal.3?

Existen otras proteinas implicadas, como la fosfolipasa D mitocondrial
(mitoPLD) dependiente de la hidrélisis de cardiolipina.?! MitoPLD es una
enzima dimérica unida a la MME a través de un anclaje transmembrana
C-terminal con un dominio catalitico N-terminal orientado hacia el citosol.
Basado en la topologia de mitoPLD, el dominio catalitico puede insertarse
en la MME adyacente y modificar los lipidos de las membranas unidas por
Mfnl. Se cree que puede funcionar para inducir la curvatura de la
membrana o reclutar otras proteinas a la mitocondria a través de

modificar el entorno de lipidos de membrana.?®

En el caso de la epilepsia, no se tiene informacién respecto a lo que sucede
con la dinamica de fusiéon mitocondrial, ya sea durante la epileptogénesis
o en las fases de desarrollo temprano. Es por esto que este proyecto se
enfoca en el estudio de la fusién mitocondrial. Para esto, se analizaron las

dos principales proteinas involucradas: Mfnl y OPAL.
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JUSTIFICACION

La epilepsia es un trastorno neuroldgico cronico que afecta a personas de
todas las edades. Afecta alrededor de 50 millones de personas en todo el
mundo. En México, la prevalencia de pacientes con epilepsia es de 10 a
20 por cada 1000, lo cual sugiere que en nuestro pais existen por lo
menos un millén de personas con alguna forma de epilepsia. Se sabe que
existe un gran porcentaje de pacientes farmacorresistentes, para quienes
existen mas dudas que certezas respecto a la efectividad del tratamiento.
Si bien la epilepsia es de origen multifactorial, los mecanismos neurales
que la originan aun no se conocen con detalle, y todavia hay varios

aspectos por estudiar y descubrir respecto a su fisiopatologia.

Estudios recientes han dejado ver que la mitocondria desempeia un papel
importante en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas ya
que diversas formas de dafio convergen en la homeostasis mitocondrial.
En lo que a epilepsia respecta, la informacion hasta el momento es
reducida. Es importante comprender los mecanismos que acompafan al

desarrollo de esta enfermedad para poder buscar terapias mas efectivas.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar cambios en la expresion de las proteinas de fusiéon mitocondrial
mitofusina (Mfnl) y OPA1 en region hipocampal posterior a la induccion
del status epilepticus inducido con litio-pilocarpina en un modelo murino

a tiempos cortos y largos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Inducir el status epilepticus en la mitad de las ratas macho 200-250
gramos formando dos grupos: control y status epilepticus, las cuales se

sacrificaran a diferentes tiempos.

2.-Realizar la disecciéon de hipocampos de las ratas de cada grupo y

posterior fraccionamiento celular para obtener la fraccibn mitocondrial.

3.-Analizar cambios en la expresion de las proteinas que codifican para

Mfnl y OPA1 utilizando las técnicas de electroforesis y Western Blot.

4.-Analizar cambios en la expresion de los genes que codifican para Mfnl

y OPA1l a través de gRT-PCR en tiempo real.
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HIPOTESIS

El dafio neural debido al status epilepticus ocasionara un desbalance en
los procesos de fusion mitocondrial de células hipocampales, el cual se

vera reflejado en cambios en los niveles de expresion de Mfnl y OPAL.
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MATERIALES Y METODOS

Induccion del estado epiléptico.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (200-250 gramos), las cuales
fueron distribuidas de manera aleatoria en dos grupos: control y
pilocarpina con n=6 en cada grupo. Ambos grupos fueron administrados
con cloruro de litio (127 mg/kg, i.p.) y posteriormente (20 a 24 horas mas
tarde) con escopolamina (1 mg/kg, s.c.). Transcurridos 30 minutos, se
administré pilocarpina (30 mg/kg, s.c.) al grupo de estudio (pilocarpina)
mientras que el grupo control fue inyectado con el vehiculo (soluciéon

salina isotdnica).

Los animales que presentaron el estado epiléptico recibieron diazepam (5
mg/kg, i.m.) una hora después del comienzo del status. Posteriormente,
se colocaron en un bafio de hielo por un periodo de una hora. Por ultimo,
fueron trasladadas a una habitacién con temperatura constante de 18 °C
donde se mantuvieron por dos dias y se alimentaron con suplemento
alimenticio. Los tiempos largos se mantuvieron en bioterio con

alimentacion y agua ad libitum.

Diseccion del hipocampo y separacion de las fracciones.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion a las 3 h, 24 h, 72 h, 1
semana, 2 semanas y 4 semanas posteriores a la induccion del estado
epiléptico. Se extrajeron ambos hipocampos los cuales fueron colocados
en 500 uL de amortiguador de sacarosa (0.25 M) y homogeneizados para
después llevar a un volumen de 1.5 mL con la misma solucién

amortiguadora. Dicho homogeneizado fue centrifugado por 15 minutos a
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2000 g, se tomaron 200 puL y se etiqueté como fraccion TOTAL, el resto
del sobrenadante se transfiri6 a un tubo eppendorf de 2 mL para
centrifugarse ahora a 15,000 g por 20 minutos; el sobrenadante se
etiquetd como fraccion CITOSOLICA. El sedimento se resuspendi6é en 500
ML de amortiguador de sacarosa + albumina al 0.1% m/v y se centrifugo
nuevamente a 15,000 g por 20 minutos; se desechoé el sobrenadante y el
sedimento se re-suspendié en amortiguador con inhibidores de proteasas
para formar la fraccion MITOCONDRIAL. Cada una de las fracciones fue

conservada a -70 °C para su posterior cuantificacion.

Cuantificacion de proteinas

Se cuantifico la cantidad de proteina en cada fraccion mediante el método
de Bradford. Se utilizé el kit perteneciente a Bio Rad y se siguieron las

instrucciones incluidas.

Western blot

Las fracciones obtenidas con anterioridad fueron separadas mediante
geles de SDS poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%, posteriormente se hizo
una transferencia a membranas de nitrocelulosa por 2 horas a 20 V. Se
corroboro la transferencia colocando rojo de Ponceau en la membrana y
se observo la presencia de bandas correspondientes a diversas proteinas.
Hecho esto, se bloquearon las membranas con una solucién de leche
descremada al 5% m/v durante dos horas con agitaciéon constante.
Posteriormente se incubaron con anticuerpo policlonal de conejo anti-
Mfnl (Santa Cruz Biotechnology) dilucién 1:500, anti-OPA1l (Abcam)
diluciéon 1:1000 o anti-VDAC (Cell signaling) 1:2000 en agitacion

constante a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, se lavaron con TBS-Tween
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(tres veces durante 5 minutos) y se incubaron con su anticuerpo
secundario correspondiente durante 2 horas a temperatura ambiente con
agitacion constante. Posteriormente, se realizaron lavados con soluciéon
TBS-Tween, uno de 15 minutos seguido de dos de 5 minutos. Las bandas
fueron reveladas mediante un kit de quimioluminiscencia (Millipore). El
experimento fue repetido hasta obtener los resultados de seis ratas

diferentes.

Extraccion de RNA

Se colocé el tejido en 500 uL de TRIzol (Sigma-Aldrich), se homogenizé
mediante un agitador eléctrico OMNI y se llevé a un volumen de 1 mL
utilizando TRIzol nuevamente. Después se incubaron por 5 minutos a
temperatura ambiente, una vez transcurrido el tiempo se afadieron 0.2
mL de cloroformo y se agitaron durante 15 segundos. Se procedié a una
segunda incubacidon a temperatura ambiente por 3 minutos. A
continuacién se centrifugaron por 15 minutos a 10,000 rpm a 4 °C. El
sobrenadante fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5 mL y lavado con
500 pl de alcohol isopropilico. A continuacién se agité vigorosamente e

incubd por 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se centrifugd 10 minutos a 10,000 rpm a 4 °C. Se elimino
el sobrenadante y el pellet fue lavado con 1mL de etanol al 75% v/v. Se
centrifugd nuevamente ahora a 6,000 rpm por 5 minutos a 4 °C, se dej6
secar a temperatura ambiente y re-suspendié utilizando la menor

cantidad posible de agua tratada con RNAsas.

Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 2% m/v para verificar

la integridad de la muestra y la presencia o ausencia de DNA gendmico.
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Tratamiento con DNAsa.

Partiendo de la muestra obtenida en la extraccion de RNA se agrego
amortiguador de Reaccion del kit de Ambion en la siguiente proporciéon: 1
ML de amortiguador por cada 10 pL de muestra ademas de 1 uL de rDNAsa
y se agitd. En seguida se incubd por 30 minutos a 37 °C. Se agreg6 la
enzima inactivadora de rDNAsa en la misma proporcion que el
amortiguador de reacciéon, se agitdé e incub6é 2 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion se centrifugé a 10,000 g por 2 minutos. El

sobrenadante se traslad6 a un tubo eppendorf de 500 pL.

Cuantificacion de acidos nucléicos

La cuantificacion se realizé utilizando el espectrofotometro (Biotek). Se
realizaron dos lecturas a una longitud de onda de 260 y 280 para

determinar la cantidad y pureza de la muestra.

Sintesis de cDNA

Una vez cuantificada la cantidad de RNA presente, se realizaron los
célculos necesarios para tener aproximadamente 5 pg de RNA total. La
sintesis de cDNA se realizé con base en las indicaciones del kit y protocolo
de Thermo scientific. La reaccion de sintesis se realiz6 en el termociclador

Techne TC-512.

qRT-PCR

Se realiz6 la estandarizacion del método determinando Tm y cantidad de
RNA.
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Las veces de expresion se determinaron mediante el método ACp usando
como control enddgeno el gen de actina. Se realizé utilizando el kit de
PCR SYBR Green de Thermo segun las instrucciones del mismo. Los oligos

utilizados, de Sigma-Aldrich, se observan en la siguiente tabla.

™Tm
Oligo Secuencia

(de acuerdo a

proveedor)
FR1 Mfnl 57 -GAGAAGAGGGTTTATTCAATGG 60.4 °C
RR1 Mfnl 5" -TCATCAACCAAAACAGACAG 58.7 °C
FR1 OPAl 57 -AGGATGACAAAGGCATCCAC 63.9 °C
RR1 OPA1 5" -CTCGTGGGAATATTCGTGCT 63.9 °C
FR1 Actina 57 -AAGACCTCTATGCCAACAC 56.6 °C
RR1 Actina 5" -TGATCTTCATGGTGCTAGG 58.8 °C

Tabla 1. Oligos utilizados para qRT-PCR

Recoleccion y analisis de datos

Las bandas obtenidas fueron analizadas utilizando el programa ImageJ.
Las lecturas obtenidas para Mfnl y OPA1l fueron normalizadas con los
valores correspondientes de VDAC. Se realizé la prueba de ANOVA a una
via seguida de una prueba post hoc: Tukey. Para el RNA, el equipo realiza

los calculos automaticamente.
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RESULTADOS

Estandarizacion del fraccionamiento celular.

Para demostrar que se obtuvo la fraccion mitocondrial de ambos
hipocampos, se realizé un gel de poliacrilamida y se utiliz6 como marcador
la proteina mitocondrial VDAC (por sus siglas en inglés, canal anidnico
dependiente de voltaje). Tal como se observa en la Figura 2, no se detecta
la presencia de VDAC en la fraccion citosolica. Este resultado nos indica
que la obtencién de la fraccion mitocondrial se realizé correctamente ya
que la proteina VDAC se encuentra exclusivamente en la membrana

externa de la mitocondria y no en el citoplasma.

Fraccion Fraccion
mitocondrial citosdlica

VDAC 33kDa > i

Figura 2. Estandarizacion del fraccionamiento celular.
Extraccion y analisis de proteinas.

Una vez estandarizadas las condiciones, se llevé a cabo el modelo de litio-
pilocarpina para inducir el status epilepticus en grupos de seis ratas con
sus respectivos controles; se obtuvieron ambos hipocampos y se realiz6
el fraccionamiento celular para obtener la fraccibn mitocondrial. Esto se

hizo a los distintos tiempos establecidos: 3, 24 y 72 horas, una, dos y
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cuatro semanas posteriores al status epilepticus con sus respectivos

controles.

Después se realizé la inmunodeteccion de las proteinas mitocondriales
OPA1l y Mfnl, las cuales son las principales proteinas involucradas en la
fusion mitocondrial. Cada una cumple una funcion especifica: Mfnl
fusiona la membrana externa y OPAl la interna. Posterior a la
inmunodeteccidn, se obtuvieron los datos de la densidad 6ptica utilizando
el programa ImageJy se calculd la relacion proteina OPAL1 o Mfnl / control
de carga VDAC. Los resultados obtenidos se graficaron como promedio y

error estandar y se reportan en la figura 3.

En los gréficos (figura 3A y 3B) se observa un incremento significativo en
la cantidad de ambas proteinas Mfnl y OPA1 a las 72h posteriores al inicio
del status epilepticus. Ademas, en el caso de Mfn1 (figura 3B) se observa
que el incremento en su contenido en la fracciéon mitocondrial se mantiene
hasta una semana después del inicio del status epilepticus. El incremento
en el contenido de Mfnl y OPAl observado en la fraccion mitocondrial
sugiere que debido al dafio producido en el status epilepticus se

incrementa la fusién mitocondrial.
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Figura 3. Efecto del status epilepticus en el contenido de Mfnl y OPA1l en
fraccion mitocondrial. Se grafico la densidad 6ptica relativa a los diferentes tiempos.
Los datos se analizaron con ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc Tukey,
Nn=6 en cada grupo **P<0.01, *** P<0.001.

qRT-PCR

Al observar cambios en el contenido de las proteinas mitocondriales a los
tiempos de 72h, nos preguntamos si el cambio ocurre debido a la sobre
expresion de los genes que codifican para las proteinas OPA1l y Mfnl. Para
contestar esa pregunta, se realiz6 el analisis de la expresion del RNA

mensajero de ambas proteinas.

Para comenzar, se realizaron las curvas de eficiencia de amplificacion de
los mMRNA que codifican para Mfnl y OPA1l y actina como gen constitutivo,
hasta llegar a una eficiencia entre el 90 y 110%. En las figuras 4, 5y 6

se muestran las graficas obtenidas.
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Figura 4. Curva de eficiencia para Mfn1.

Figura 5. Curva de eficiencia para OPA1l .

Figura 6. Curva de eficiencia para actina.
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De este modo, se establecieron las condiciones necesarias para lograr que
la reaccion cumpla con la eficiencia 6ptima y evitar la interpretacion de

cambios falsos en la expresion del mRNA.

Curva Eficiencia R? ™m

Actina 106.25% 0.994 57 °
Mfnl 103.94% 0.983 60 °
OPAl1 93.02% 0.998 60 °

Tabla 2. Resultados de las curvas de eficiencia de las reacciones para amplificar
el mRNA de Actina, Mfnl y OPA1l. Dichas condiciones son las 6ptimas para las

reacciones de PCR en tiempo real.

Una vez estandarizadas las condiciones 6ptimas, se realizé un gqRT-PCR y
posteriormente se analizaron los datos utilizando el programa REST® de
QIAGEN. Los resultados se muestran en las tablas 3 y 4 y sus gréficas

correspondientes (figuras 7 y 8).
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Reaction .
Gene Type o Expression |Std. Error [95% C.I. P(H1)Result
Efficiency
Actina REF 1.0 1.381 1.015 -0.918 -|0.065
2.017 2.216
Mfnl 3H TRG 1.0 0.544 0.368 -0.329 -0.030
0.748 1.241
Mfnl 24H TRG 1.0 0.637 0.473 -0.416 -[0.060
0.932 1.109
Mfnl 72H TRG 1.0 0.703 0.486 -10.381 -10.166
1.001 1.320

Tabla 3. Analisis de la expresion de mRNA de Mfnl a las 3, 24 y 72 horas

posteriores a la induccién del status epilepticus. Los niveles de expresion fueron

normalizados con el mMRNA de actina.

Expression Ratio

=
on
L

1
mfn1 3H
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Figura 7.Grafica representativa de los niveles de expresion del mRNA de Mfn1l

a 3, 24 y 72 horas posteriores al status epilepticus.

Como se observa en la figura 7, 3h, 24 y 72 horas posteriores al status

epilepticus no se observan cambios significativos en la expresion de Mfn1l.

Reaction .

Gene Type . Expression|Std. Error [95% C.I. P(H1)Result
Efficiency

Actina REF 1.0 1.381 1.015 - 2.017|0.918 - 2.216|0.065

OPA1 3H TRG 0.9 1.014 0.665 - 1.636|0.598 - 2.150|0.929

OPAl 24 H TRG 0.9 0.974 0.721 - 1.319(0.605 - 1.634(0.897

OPAl1 72 H TRG 0.9 0.972 0.716 - 1.242(0.636 - 1.600(0.853

Tabla 4. Analisis de la expresion de mRNA de OPAl a las 3, 24 y 72 horas

posteriores a la induccién del status epilepticus. Los niveles de expresion fueron

normalizados con el mMRNA de actina.
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Figura 8. Grafica representativa de los niveles de expresion del mRNA de OPA1

a 3, 24 y 72 horas posteriores al status epilepticus.

En la figura 8 no se observan cambios significativos en la expresion del

MRNA de OPA1 en ninguno de los tiempos analizados.

Los resultados del analisis de la expresion del mRNA de Mfnl y OPAl a
las 3, 24 y 72 horas posteriores al status epilepticus demuestran que no

hay cambios en la expresion del mRNA.
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DISCUSION

A la fecha, poco se sabe acerca de la dinamica mitocondrial y el balance
fusion-fision en tejido cerebral, tanto en condiciones fisiolégicas normales
como en un mecanismo patolégico de crisis convulsivas. El modelo de
dafio agudo por Litio-Pilocarpina sirvié para estudiar la expresion y el
contenido de las proteinas Mfnl y OPA1l relacionadas con la fusion

mitocondrial.

Como respuesta al status epilepticus generado, se observé un aumento
significativo en la cantidad de la proteina Mfnl1 y OPA1l a las 72 horas en
comparacion con el grupo control. Ademas, en el caso de Mfnl dicho
incremento se mantiene hasta 1 semana. Esto sugiere que la fusion
predomina sobre la fisibn, como un mecanismo de respuesta al dafio
inducido. El deterioro mitocondrial generado durante el status epilepticus
dispara sefales que activan la fusién, para que en conjunto, varias
mitocondrias funcionen como una misma unidad y se puedan subsanar

posibles dafios, incluyendo alteraciones del DNA mitocondrial (DNAmit)4.

En lo que respecta a los resultados del gRT-PCR no se observé un cambio
significativo en la expresion del mMRNA que codifica para las proteinas Mfnl
y OPAL. Esto nos indica que la cantidad de proteina no esta directamente
relacionada con la cantidad de transcrito. Duvezin-Caubet et al., (2006)
sugieren gque es necesaria la presencia de las isoformas largas de OPAl1
para que la fusiéon mitocondrial ocurra, se ha visto que durante la fusiéon
las isoformas cortas practicamente desaparecen para polimerizarse y dar
paso a las isoformas largas. Del mismo modo, Duvezin-Caubet et al.,
(2006) demostraron mediante el uso de un modelo in vitro, que la
polimerizacion de OPALl es independiente de la sintesis de proteinas, ya

que al inhibir la sintesis de éstas mediante el uso de cicloheximida, se
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sigue haciendo presente el aumento en la cantidad de OPA1 después de

un dafno celular.

Asi mismo, las mitofusinas se regulan mediante otros mecanismos. Las
mitofusinas son degradadas por la proteina PINK1 y la ubiquitinacion
mediada por Parkin mediante mitofagia. Después de la ubiquitinacion,
estas proteinas se extraen por la proteina p97 AAA y luego degradados
por el proteosoma?®. Teniendo en cuenta esta informacién, seria
importante continuar este trabajo analizando la cantidad de proteina
presente en la fraccion citosodlica para esclarecer lo que sucede con Mfnl

posterior a la induccion del status epilepticus.

Los resultados de PCR de las proteinas Mfnl y OPAL presentados en este
trabajo solo reflejan lo que ocurre a las 3, 24 y 72 horas posteriores al
SE, obtener la informacion de los niveles de expresion 1, 2 y 4 semanas
después del dafio permitird analizar el fendbmeno en un lapso mayor de

tiempo después de la induccién del status epilepticus.

La actividad de ambas mitofusinas es importante para llevar a cabo la
fusion por lo que se hace necesario estudiar ambas isoformas para
puntualizar la participaciéon de cada una de ellas en el mecanismo de

fusion.

Se sabe que en mamiferos, la morfologia y funcibn de la mitocondria
depende en gran medida de los mecanismos de fusién y fisibn que ocurren
en ésta; estos mismos mecanismos también participan de forma
importante en la fisiologia de diferentes tejidos con una alta demanda de
energia, como es el cerebro o células cardiacas®.Dentro del desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas, las especies reactivas de oxigeno que

se producen son la causa de la peroxidacion de proteinas celulares, lipidos
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de membrana y el DNA nuclear, lo que conduce a la pérdida de la
estructura y funcién mitocondrial*. Ademas se deteriora la fosforilacion
oxidativa mitocondrial, resultando en la generacion excesiva de radicales
libres y un sistema antioxidante deficiente, iniciando asi un circulo

vicioso2°.

En la epilepsia la disfuncién mitocondrial altera la homeostasis del Ca?*
intracelular que conlleva a la despolarizacion de la membrana
mitocondrial interna generando una severa pérdida neuronal. Tanto la
generacion excesiva de radicales libres como un sistema antioxidante
deficiente se asocian con un aumento del riesgo de recurrencia de las

crisis?.

OPA1l y Mfnl se han estudiado en diferentes modelos y estirpes celulares.
Por ejemplo, en un modelo murino de dano en medula espinal donde se
aplica una fuerza de 50 gramos por cinco minutos sobre la vértebra T12
se observa un aumento significativo en las proteinas de fusion Mfnl y
Mfn2 a las 3 y 6 horas posteriores al dafio, mientras que a las 12 y 24

horas dichas proteinas disminuyen3.

En un modelo celular de Alzheimer se analizaron los cambios en el
contenido de proteinas de fusion y fision mitocondrial (Wang et al., 2009).
En dicho trabajo, se observé que las células que sobreexpresan el
precursor de la proteina B-amiloide presentan un aumento en las
proteinas de fusion mitocondrial alrededor de 48 hrs posteriores a la

transfeccién, esto, como respuesta al dafio producido por el B-amiloide 2.

Otro trabajo donde se intenta develar su participaciéon durante el
desarrollo del corazon en ratas recién nacidas nos muestra que durante
esta etapa la cantidad de Mfnl y Mfn2 esta considerablemente aumentada

en comparacion con las condiciones normales.*®
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Estos datos nos permiten explicar lo que ocurre puntualmente después
de una crisis aguda, es necesario la generacion de modelos cronicos de
convulsiones recurrentes y espontaneas que nos permitan representar
con mayor aproximacion a los fenémenos mitocondriales que ocurren en

pacientes con epilepsia.
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CONCLUSIONES

1. Las proteinas de fusion Mnfl y OPAl estan aumentadas en la

fraccion mitocondrial a los tres dias posteriores al status epilepticus.

2. Los niveles de expresion para el transcrito de Mfnl y OPAl no

presentan cambios significativos en los tiempos analizados.
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PERSPECTIVAS

e Observar la morfologia de las mitocondrias mediante microscopia

electronica a los diferentes tiempos empleados en el proyecto.

e Analizar la cantidad de transcrito para los tiempos largos: una, dos

y cuatro semanas.

e Analizar la cantidad de Mfnl en la fracciéon citosoélica.
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APENDICE

Soluciones

» Gel separador al 10%, dos geles de 1mm c/u

Agua 4.25 mL
Acrilamida 5 mL
Tris pH 8.8 3.25 mL

SDS 10% m/v 125 pL
TEMED 15 pL
APS 125 pL

» Gel concentrador, dos geles de 1mm c/u

10%
Agua 1.36 mL
Acrilamida 0.34 mL
Tris pH 6.8 0.26 mL
SDS 10% m/v 20 pL
TEMED 2 pL
APS 20 pL
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» Amortiguador de stripping

Glicina 15¢g
SDS 1g

Tween 20 10 mL
Agua c.b.p. 1L
pH 2.2

» Amortiguador de corrida 10x

Tris base 29 g
Glicina 144 g
Tween 20 10 mL
Agua c.b.p. 1L
pH 8.3

» Amortiguador de lisis

Tris-HCI 20 mM
EDTA 2 mM
NacCl 20 mM

Triton x-100 1% v/v

Glicerol 10% v/v

pH 7.5




» PBS-A

» Amortiguador de sacarosa

NacCl 10 g
KCI 0.25g
NazHPO4 1.41 g
KH2PO4 0.25 g
Agua c.b.p. 1L
pH 7.5
Sacarosa 42.78 g
Tris-HCI 1.182 g
KCI 596 mg
NaCl 438 mg
EDTA 731.1 mg
EGTA 190.2 mg
DTT 77.1 mg
Agua c.b.p. 500 mL
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» TBS-T 0.05% 10x

Tris base 60.5¢
NacCl 87.6¢g
Tween 20 5 mL
1L
Agua c.b.p.
pH 7.5

» Amortiguador para lavado final 10x

Tris base 60.55 g

NaCl 292.2 g
Agua c.b.p. 1L
pH 7.5
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