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RESUMEN 

 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) produce un decaimiento cognitivo progresivo 

caracterizado por pérdida de la memoria y tiene como principal factor de riesgo el 

envejecimiento. La disminución en la densidad sináptica es el mejor correlato histopatológico 

de la deficiencia cognitiva. En etapas iniciales, este padecimiento se caracteriza por una 

reducción en el metabolismo energético lo que sugiere que la disfunción mitocondrial es un 

evento fisiopatológico temprano. Las mitocondrias son esenciales para mantener las 

funciones neuronales, y cambios en la integridad y actividad mitocondrial contribuyen a las 

disfunciones sinápticas. Sin embargo, no se conoce con precisión cómo la bioenergética y la 

dinámica mitocondrial impactan negativamente la fisiología de las sinapsis. Se ha 

demostrado que las mitocondrias pueden transferirse entre células cerebrales y se ha 

comenzado a investigar el papel benéfico del trasplante mitocondrial para tratar trastornos 

del sistema nervioso. En este trabajo analizamos el papel del envejecimiento en la función, 

la ultraestructura y la dinámica mitocondrial en sinaptosomas de ratones 3xTg-AD. 

Observamos que las mitocondrias sinápticas del cerebelo, el hipocampo y la corteza cerebral 

de animales viejos muestran un menor consumo de oxígeno y pérdida del potencial de 

membrana mitocondrial, aunque permanecen acopladas. Estos cambios se exacerban en los 

ratones 3xTg-AD. También describimos la activación de la proteína de fisión p-

Drp1(Ser616) y cambios ultraestructurales como edema mitocondrial y desarreglo en las 

crestas mitocondriales acompañado de inclusiones de Aβ y tau. Con el fin de implementar el 

trasplante mitocondrial, diseñamos un esquema de aislamiento mitocondrial que preserva 

funciones mitocondriales esenciales, como el consumo de oxígeno y el potencial de 

membrana. Este protocolo de aislamiento rápido nos permitió mantener funcionales hasta por 

tres horas a mitocondrias asiladas de la corteza cerebral y utilizarlas en ensayos de 

transferencia y trasplante. Logramos introducir mitocondrias exógenas en neuronas corticales 

in vitro, cuya dinámica fue documentada con microscopía confocal y reportamos la 

incorporación y fusión de mitocondrias exógenas con la red mitocondrial de las neuronas 

receptoras. En conjunto, nuestros resultados demuestran que existe una disfunción 

mitocondrial en terminales sinápticas durante el envejecimiento, la cual se agrava en ratones 

transgénicos de la EA. De manera importante, el asilamiento mitocondrial y su incorporación 

a células neuronales, abre la posibilidad de emplear el trasplante mitocondrial como una 
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estrategia para controlar o revertir el daño mitocondrial que describimos en el modelo 3xTg-

AD.  
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ABSTRACT 

 

Mitochondrial activity is essential to support neural functions, and changes in the integrity 

and activity of the mitochondria can contribute to synaptic damage and neuronal death, 

especially in Alzheimer´s Disease. Reduced mitochondrial function may be an early event 

that compromises synaptic integrity and neurotransmission in vulnerable brain regions during 

physiological and pathological aging. Thus, we aimed to measure mitochondrial function in 

synapses from three brain regions at two different ages in the 3xTg-AD mouse model and in 

wild mice. We found that aging is the main factor associated with the decline in synaptic 

mitochondrial function. These findings open the possibility of mitochondrial transplantation 

in order to reduce bioenergetic deficits observed in aged mitochondria. Based on this, we 

analyzed the function, ultrastructure, and mitochondrial complex dynamics in synaptosomes 

of 3xTg-AD mice. In old animals, we observed that synaptic mitochondria remain coupled, 

but with lower oxygen consumption, as well as with an exacerbated mitochondrial membrane 

potential in the cerebellum, hippocampus, and cortex, from 3xTg-AD mice, and an increase 

of p-Drp1(Ser616) levels. We also found that the hippocampal synaptosomes of old 3xTg-

AD mice are swollen, showing mitochondrial edema and a derangement in the mitochondrial 

cristae accompanied by the presence of Aβ and tau within the mitochondria. We adapted 

mitochondrial isolation protocol for mitochondria transference and transplantation. The 

results of oxygen consumption and mitochondrial membrane potential show that 

mitochondria isolated from the cerebral cortex remain functional three hours after 

purification, which allows their use for mitochondrial transfer and transplantation assays. We 

successfully introduced exogenous mitochondria to cultured cortical neurons, as 

demonstrated by confocal microscopy. Data showed that mitochondria incorporate in two 

hours, a period where the exogenous mitochondria fuse with the mitochondrial network of 

cortical neurons. Together, these data demonstrate a loss of mitochondrial function in 

synaptic terminals with age, which is exacerbated in the AD models. Furthermore, 

mitochondrial isolation and its incorporation into neuronal cells opens the possibility of using 

mitochondrial transplantation as a strategy to prevent or even to reverse mitochondrial 

damage found in the 3xTg-AD model. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Enfermedad de Alzheimer 

 

En 1907, Alois Alzheimer describió los signos clínicos e histopatológicos de una enfermedad 

que hoy en día se caracteriza por pérdida progresiva de la memoria, disfunción cognitiva, 

alteraciones de comportamiento, delirios y pérdida de convivencia social, así como una 

disminución progresiva del lenguaje. Todos ellos en conjunto, fueron reconocidos como una 

enfermedad que recibió el nombre de Enfermedad de Alzheimer (EA) (Selkoe, 2001). 

 

La EA es la forma más común de demencia en individuos de edad avanzada, se calcula que 

representa entre el 60% y el 70% de los casos (WHO, 2020). Más de 35 millones de personas 

en todo el mundo padecen la enfermedad que conduce a la muerte dentro de los  5 a 12 años 

después de la aparición de los síntomas debido a complicaciones asociadas como 

movimientos anormales, dificultad para deglutir y pérdida de peso, que conllevan a una 

incapacidad de vivir de manera independiente (Querfurth and LaFerla, 2010; Vermunt et al., 

2019).  

 

En México, la incidencia de la EA es de 27.3 por cada 1,000 personas al año (Gutiérrez-

Robledo and Arrieta-Cruz, 2015). Algunos estudios han determinado que es más frecuente 

en mujeres y el riesgo de desarrollarla incrementa con la presencia de síndrome metabólico, 

las enfermedades cardiovasculares o la depresión (Gutiérrez-Robledo and Arrieta-Cruz, 

2015). En 2014 se registraron 860,000 personas con demencia en México y las estimaciones 

para el 2050 se acercan a los 3.5 millones de casos para nuestro país. Además, entre 2010 y 

2014 se registraron tasas de 65.12 y 43.66 muertes por EA por cada 1,000 individuos. En el 

periodo estudiado, el grupo etario con las mayores tasas de mortalidad por esta causa fue el 

de mayores de 80 años (Celis-De la Rosa et al., 2018), por lo que la EA será de gran impacto 

en los sistemas de salud, económico y social. 

 

Hasta el momento se sabe que la EA es una enfermedad multifactorial que tiene como 

principal factor de riesgo el envejecimiento. Generalmente, las personas que sufren la EA 
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son mayores de 65 años y la forma que presentan es esporádica (99% de los casos), sin 

embargo, existen mutaciones que se han asociado a la EA y que forman parte de la llamada 

EA familiar (1% de los casos) (Holtzman et al., 2011). Su progresión es estereotípica ya que 

se ha observado que inicia en la corteza entorrinal, el núcleo basal de Meynert y el núcleo 

cerúleo, progresando hacia el hipocampo para después afectar el resto de la corteza cerebral 

(Arendt et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Principales eventos fisiopatológicos de la EA. La fase preclínica se caracteriza por la acumulación temprana de 

Aβ, así como cambios neuro-inflamatorios tempranos y la propagación de ovillos neurofibrilares (ONF). La fase sintomática 

se caracteriza por la disfunción sináptica, la pérdida de sinapsis y la neurodegeneración. El inicio y la progresión del 

deterioro cognitivo se correlacionan con la acumulación de tau y la pérdida de volumen del hipocampo. CDR: Clasificación 

Clínica de Demencia (por sus siglas en inglés), donde una puntuación de 0 indica una cognición normal y las puntuaciones 

de 0,5, 1, 2 y 3 indican los grados de demencia; cuestionable, leve, moderado y severa, respectivamente. (Imagen modificada 

de Long y Holtzman, 2019). 

 

A nivel estructural, la EA en etapas avanzadas se caracteriza por una atrofia generalizada del 

cerebro, pérdida sináptica y muerte neuronal, mientras que, a nivel molecular, las 

características de la enfermedad son las placas amiloideas y los ovillos neurofibrilares (ONF). 

Las placas amiloideas se acumulan en el espacio extracelular y se componen principalmente 

de agregados insolubles del péptido amiloide beta (Aβ). Estas placas se observan cerca de 

neuritas en degeneración, además, en las zonas que rodean las placas neuríticas, también se 

presenta proliferación de astrocitos y microglía (Long and Holtzman, 2019) (Figura 1). La 

pérdida sináptica, que ocurre de manera temprana en la enfermedad, se considera que es el 

mejor correlato con las manifestaciones conductuales de la demencia (Selkoe, 2002). 
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1.2. El péptido Aβ 

 

El Aβ es un péptido de 36 a 43 aminoácidos que se obtiene como producto natural de la 

proteólisis de la proteína precursora del amiloide (APP), altamente expresada en el sistema 

nervioso central (SNC).   

 

La APP es cortada a través de dos vías: la vía no amiloidogénica y la vía amiloidogénica. La 

no amiloidogénica involucra la actividad de una α-secretasa (ADAM10), que produce la 

liberación del ectodominio soluble de APP (sAPPα) y la generación de un fragmento C-

terminal truncado (α-CTF o C-83), cortado posteriormente por la γ-secretasa. Dado que el 

corte por α-secretasa trunca al fragmento Aβ, la vía no amiloidogénica resulta en la 

generación de péptidos denominados p3 (Haass et al., 2012). Por el contrario, en la vía 

amiloidogénica, la APP se corta por las enzimas β-secretasa (BACE-1) y γ-secretasa, lo que 

da como resultado la producción del Aβ. El primer corte llevado a cabo por BACE-1, resulta 

en la liberación de un ectodominio soluble (sAPPβ) y un fragmento C-terminal que se queda 

anclado a la membrana (β-CTF o C-99). El segundo corte es mediado por γ-secretasa, la cual 

corta al β-CTF dentro del dominio transmembranal promoviendo la liberación del péptido 

Aβ al medio extracelular (Haass et al., 2012) (Figura 2). En ambas vías, se producen dominios 

intracelulares (AICDs). Se ha propuesto que los AICDs tienen funciones fisiológicas como 

la modulación de la plasticidad sináptica, la señalización de calcio, la dinámica del 

citoesqueleto, la expresión genética y la apoptosis (Bukhari et al., 2017). 

 

El Aβ se ha encontrado en todos los vertebrados examinados hasta el momento y su secuencia 

molecular muestra un alto grado de conservación. Como sus funciones fisiológicas se han 

descrito las de proteger al cerebro de infecciones, reparar fugas en la barrera 

hematoencefálica, promover la recuperación de lesiones y regular la función sináptica 

(Brothers et al., 2018). Sin embargo, un desequilibrio entre la producción y degradación de 

Aβ parece ser un factor importante para su acumulación y contribución a la patogénesis de 

la EA. El Aβ forma agregados en múltiples formas físicas. Las placas amiloideas, están 

formadas principalmente por Aβ en su forma fibrilar, sin embargo, las formas oligoméricas 
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son las más neurotóxicas (Walsh and Selkoe, 2007), se asocian con el deterioro cognitivo y 

se encuentran elevados en cerebros de pacientes con  la EA (Gong et al., 2003).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Vías de procesamiento de la APP. La vía no amiloidogénica que genera fragmentos p3, mientras que la vía 

amiloidogénica promueve la secreción del péptido Aβ al espacio extracelular (Imagen modificada de LaFerla y Querfurth, 

2011). 

 

Aunque la producción de Aβ se lleva a cabo predominantemente en la membrana y es 

liberado al espacio extracelular, su formación puede ocurrir dentro de la célula 

potencialmente en cualquier lugar donde se localice APP, BACE-1 y γ-secretasa. En este 

sentido, se sabe que APP está presente en la red trans-Golgi y el retículo endoplásmico 

(Greenfield et al., 1999), los lisosomas (Tam et al., 2014) y las membranas mitocondriales 

(Manczak et al., 2006). En las últimas décadas, un gran número de estudios en pacientes con 

EA y en cerebros de ratones transgénicos han proporcionado evidencia de la presencia del 

Aβ intra neuronal que contribuye a la patología y posiblemente participa en la disfunción 

sináptica (LaFerla et al., 2007) y mitocondrial (Manczak et al., 2006).  

 

1.3. Alteraciones genéticas de la EA 

 

El 1-2% de los casos de la EA ocurren de manera hereditaria, se presentan de manera 

temprana y se relacionan con mutaciones en los genes de tres proteínas particulares: la APP, 



8 
 

la presenilina 1 (PSEN1) y la presenilina 2 (PSEN2), las cuales alteran el procesamiento 

normal de APP incrementando la producción de Aβ (Long and Holtzman, 2019). 

 

La mutación sueca de APP consiste en la sustitución doble de lisina/metionina por 

asparagina/leucina en las posiciones 670/671 ocasionando que la cantidad de Aβ incremente 

de dos a tres veces por afectar la eficiencia de escisión de BACE1 (Schellenberg and 

Montine, 2012). Otra mutación es la denominada inglesa, en la que existe un cambio de 

valina por isoleucina en la posición 717, ésta altera el corte por γ-secretasa aumentando la 

proporción de Aβ42/Aβ40. Por otro lado, la mutación ártica (glutamato por glicina en la 

posición 693) no altera el sitio de escisión de γ-secretasa o la cantidad de Aβ, pero incrementa 

la velocidad de agregación del péptido (Bergmans and De Strooper, 2010). Por su parte, las 

mutaciones en PSEN1 son la causa más común de la EA de inicio temprano y se asocian con 

una variante morfológica de agregados llamados placas de lana de algodón que se producen 

en las mismas regiones del cerebro que los depósitos típicos de Aβ (Houlden et al., 2000). 

Las mutaciones en PSEN2 tienen una incidencia baja en la EA pero aumentan la cantidad de 

Aβ42 así como la actividad de BACE1 a través de especies reactivas de oxígeno (ERO) (Park 

et al., 2012). 

 

También se han identificado que polimorfismos en los genes de APOE y SORL1 aumentan 

el riesgo de padecer la EA. El gen APOE codifica para la apolipoproteína E (ApoE) 

relacionada con el transporte de lípidos, la función sináptica y la señalización intracelular 

(Mahley and Rall, 2000). En los humanos se presentan tres alelos de APOE que codifican 

para sus correspondientes isoformas, y se ha descrito que los individuos homocigotos para el 

alelo APOE ε4 tienen entre el 50% y 90% de probabilidad de desarrollar la enfermedad entre 

los 60 y 70 años en comparación con los otros alelos (Verghese et al., 2011). ApoE ε4 

presenta alta afinidad por Aβ y eleva su toxicidad de forma sinérgica (Ye et al., 2005). Por 

otro lado, SORL1 es un gen que codifica para sortilina, un receptor que participa en el tráfico 

vesicular, la eliminación del Aβ y como receptor para la ApoE (Yin et al., 2015). Este gen se 

ha asociado con la EA ya que polimorfismos de un solo nucleótido se han identificado en  

mayor proporción en pacientes con EA en estudios de diferentes poblaciones (Wen et al., 

2013). Así mismo, se ha descrito que existe una disminución de la proteína sortilina en la 
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corteza y en el hipocampo de individuos con la EA asociada con la gravedad del deterioro 

cognitivo (Sager et al., 2007; Scherzer et al., 2004).  

 

1.4. La proteína tau 

 

La proteína tau está codificada por el gen MAPT en el cromosoma 17, tiene seis isoformas 

distintas en el adulto y se expresa principalmente en neuronas del SNC. El papel fisiológico 

de tau comprende principalmente el ensamblaje de microtúbulos, la estabilización de los 

axones neuronales y la regulación del transporte a través de microtúbulos (figura 3) (Barbier 

et al., 2019). 

 

 

Figura 3. La proteína tau. Tau facilita la estabilización de los microtúbulos en las neuronas y son esenciales para el 

transporte normal a través de los axones. En la EA la función de tau se ve comprometida debido a su hiperfosforilación, que 

reduce la unión a los microtúbulos y promueve la formación de ONFs (modificado de Brunden et al., 2009). 

 

La proteína tau se puede fosforilar en 85 residuos diferentes (Guo et al., 2017) y se ha 

propuesto que un aumento en la fosforilación da como resultado una disminución en su 

afinidad de unión con los microtúbulos (Biernat et al., 1993), promoviendo su desensamble, 

y participando en su agregación y fibrilización. La tau hiperfosforilada también se redirige 

desde el compartimento axonal al compartimento somatodendrítico, donde puede afectar la 
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función sináptica al inhibir el tráfico del receptor de glutamato o el anclaje sináptico (Hoover 

et al., 2010). Entre las quinasas que fosforilan a tau destacan la glucógeno sintasa quinasa 

(GSK3), la quinasa 5 dependiente de ciclina (Cdk5) y la calcio calmodulina quinasa II 

(CaMKII) entre otras (Guo et al., 2017). Además, varias fosfatasas han sido implicadas en la 

desfosforilación de tau, siendo PP2A las más importante, ya que representa el 70% de la 

actividad fosfatasa en el cerebro y cuya actividad se reduce en pacientes con EA (Gong et 

al., 1993). 

 

Generalmente tau es una proteína soluble que bajo condiciones patológicas puede agregarse 

en oligómeros y fibrillas. Los ONF contienen una forma insoluble de tau agregada en fibrillas 

polimórficas conocidas como filamentos helicoidales pareados (PHF, por sus siglas en 

inglés) (Frost et al., 2009). Varios estudios han demostrado la capacidad de las fibrillas de 

tau humana para propagarse, lo que permite que los agregados se diseminen trans 

sinápticamente a regiones cerebrales anatómicamente conectadas (Clavaguera et al., 2009; 

De Calignon et al., 2012; Dujardin et al., 2014; Liu et al., 2012). La propagación de tau ha 

permitido la estadificación de Braak que correlaciona con la progresión del deterioro 

cognitivo (Braak and Braak, 1991). De manera reciente, estudios longitudinales y 

transversales que emplean imágenes de tomografía por emisión de positrones (PET, por sus 

siglas en inglés), así como resonancia magnética estructural, han determinado que la 

presencia o acumulación de tau fue un predictor de deterioro cognitivo, mientras que la 

presencia o acumulación de Aβ fue un predictor de patología tau más grave (Aschenbrenner 

et al., 2018; Hanseeuw et al., 2019). Estos hallazgos han generado la hipótesis de que el 

deterioro cognitivo y la neurodegeneración en la EA son impulsados principalmente por la 

presencia y propagación de tau. 

 

1.5. La Enfermedad de Alzheimer como falla sináptica 

 

El deterioro cognitivo en la EA se ha asociado con alteraciones en los niveles de varios 

neurotransmisores. Por ejemplo, la adición de Aβ a neuronas hipocampales causa una 

reducción en los niveles de los receptores para glutamato tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), 

como resultado de su endocitosis de la superficie celular (Snyder et al., 2005) y en cultivos 
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organotípicos de hipocampo el Aβ deprime la transmisión excitatoria mediada por receptores 

para glutamato tipo AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico) y 

NMDA (Kamenetz et al., 2003). También se ha descrito deficiencia de proyecciones 

colinérgicas provenientes del núcleo basal de Meynert (Davies and Maloney, 1976) y su 

correlación  con la acumulación de Aβ, ya que éste se une a los receptores nicotínicos de 

acetilcolina impidiendo el mantenimiento de la potenciación a largo plazo (LTP, por sus 

siglas en inglés) (Wang et al., 2000). 

 

En 2002, Selkoe planteó que la EA puede derivar de un daño sináptico de manera inicial. En 

particular, se ha encontrado que la densidad de sinapsis del hipocampo disminuye en 

personas con deterioro cognitivo leve. Además, se presenta una reducción del 25% al 35% 

de las sinapsis de la corteza temporal y frontal (Davies et al., 1987), así como una reducción 

en los niveles de proteínas sinápticas como sinaptofisina, sinaptotagmina y GAP43 (Masliah 

et al., 2001). En el envejecimiento normal existe una disminución en el número de sinapsis, 

sin embargo, en la EA las sinapsis se pierden de manera desproporcionada en relación con 

las neuronas, lo que sugiere que la pérdida de terminales sinápticas precede a la muerte 

neuronal. Está pérdida sináptica es el mejor correlato que existe con la deficiencia cognitiva 

(Selkoe, 2002).  

 

¿Qué determina el daño sináptico que ocurre de manera acelerada en la EA? Aunque hay 

varias hipótesis, una de ellas se enfoca en la continua demanda energética y la gran cantidad 

de procesos que se requiere llevar a cabo para mantener gradientes iónicos, liberación de 

neurotransmisores y síntesis de proteínas para eventos de plasticidad, entre otros. Es por eso 

que se han desarrollado estudios sobre al papel de la disfunción mitocondrial en la pérdida 

sináptica y en la muerte neuronal en la EA. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Mitocondrias en el cerebro sano 

 

Las mitocondrias son organelos presentes en casi todas las células eucariotas, ocupan hasta 

el 20% del volumen citoplasmático y son las responsables de proporcionar la energía 

necesaria para la sobrevivencia de las células. Generalmente tienen forma ovoide con 

diámetros entre 0.5 y 1µm y se caracterizan por la presencia de dos membranas que forman 

cuatro compartimentos distintos: la matriz mitocondrial, la membrana interna, la membrana 

externa y el especio intermembrana. Son sumamente dinámicas, cambian constantemente de 

forma y localización dentro de la célula mediante los procesos de fisión, fusión y transporte. 

Además, son los únicos organelos de las células animales que tienen su propio DNA 

(mtDNA) el cual es circular y codifica para 13 subunidades de los complejos de la cadena de 

transporte de electrones (CTE) (Raffaello and Rizzuto, 2011). Las mitocondrias utilizan el 

NADH en la CTE y la fosforilación oxidativa para producir ATP a través de un potencial 

electroquímico, que constituye la fuerza utilizada por la ATP sintasa para la generación de 

ATP (Mitchell, 1961). Durante este proceso, los electrones son transportados desde el NADH 

hasta el oxígeno por medio de complejos respiratorios y transportadores de electrones los 

cuales están embebidos en la membrana interna mitocondrial.  

 

El SNC tiene una tasa metabólica muy alta, ya que consume alrededor del 20% del oxígeno 

que se inspira en reposo y  el 25% del total de la glucosa de todo el cuerpo (Erecinska et al., 

2004; Silver and Erecińska, 1998).  Esta demanda metabólica se debe a que las neuronas 

necesitan grandes cantidades de ATP para el mantenimiento de gradientes iónicos a través 

de las membranas celulares, el amortiguamiento de calcio intracelular (Rizzuto, 2001) y la 

neurotransmisión (Levy et al., 2003) en donde el ATP es utilizado  para dirigir el desmontaje 

de los complejos SNARE (receptores de proteínas de fijación soluble de NSF) y el 

reciclamiento vesicular (Murthy and Camilli, 2003). 

 

Debido a su especialización morfológica y funcional, las neuronas no muestran una 

distribución uniforme de mitocondrias. Las áreas de demanda alta de ATP, como las 
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terminales presinápticas, el cono de crecimiento axonal y los nodos de Ranvier, contienen 

más mitocondrias que otras partes de la neurona (Perkins et al., 2010; Smith and Gallo, 2018). 

Si bien la biogénesis mitocondrial se puede producir en el axón, se piensa que la mayoría de 

las mitocondrias se generan en el soma, por lo que la neurona requiere de mecanismos 

especializados para su transporte. Dichos mecanismos están mediados por kinesinas para el 

movimiento anterógrado, y dineínas en el caso del movimiento retrógrado, además de 

proteínas acopladoras como miro, milton y sintafilina que sirven como motores de 

desplazamiento y paro sobre el citoesqueleto de la neurona (Hollenbeck and Saxton, 2005). 

Además de su transporte, las mitocondrias exhiben numerosos eventos de fusión y fisión, 

fenómenos que en conjunto se ha definido como “dinámica mitocondrial” (Figura 4) (Chen 

and Chan, 2009).  

 

La fusión proporciona un mecanismo por el cual la población de mitocondrias se mantiene 

homogénea y facilita el intercambio del mtDNA y el contenido mitocondrial. Estos eventos 

están regulados por mitofusinas (Mfns) y la proteína de la atrofia óptica 1 (OPA1, por sus 

siglas en inglés) (Chen et al., 2007). Las Mfns facilitan el anclaje de las membranas externas 

y las fusionan (Ishihara et al., 2006) mientras que OPA1 es responsable del remodelado y la 

unión de las crestas mitocondriales así como la fusión de la membrana interna mitocondrial 

(Chen and Chan, 2009). Por otro lado, la fisión mitocondrial permite eliminar mitocondrias 

dañadas de la célula (Kim et al., 2007) y ha sido implicada procesos de diferenciación y 

formación de sinapsis y espinas dendríticas (Li et al., 2004). No obstante, el aumento 

excesivo en la fisión mitocondrial puede provocar una deficiencia para generar ATP, 

aumentar la producción de ERO y con ello incrementar la susceptibilidad de las células para 

sufrir apoptosis (Parone et al., 2008). La fisión está regulada por la proteína tipo dinamina 1 

(Drp1, por sus siglas en inglés) y la proteína de fisión mitocondrial 1 (Fis1, por sus siglas en 

inglés). Drp1 es una proteína citoplasmática que es reclutada por Fis1 en los sitios de fisión 

de la membrana externa mitocondrial, formando complejos en forma de anillos que 

constriñen a la mitocondria facilitando la escisión de la doble membrana (Smirnova et al., 

2001) Recientemente se han definido dos tipos de fisión mitocondrial: La fisión mitocondrial 

por la zona media, es decir en el centro del orgánulo y la fisión periférica que ocurre en los 

extremos de las mitocondrias. Ambos tipos ocurren con frecuencia en células Cos-7 de 
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monos, sin embargo, la fisión de la zona media ocurre en mitocondrias sanas mientras que la 

fisión periférica se lleva a cabo cuando una parte de la mitocondria presenta una disminución 

del potencial de membrana y un aumento de ERO (Kleele et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Dinámica mitocondrial. A) La fusión es regulada por mitofusinas, proteínas que se encuentran en la membrana 

externa mitocondrial y que se encargan de fusionar a una o más mitocondrias, mientras que OPA-1 se encuentra inmersa en 

la membrana interna y participa en la unión de estás membranas para terminar la fusión. B) La fisión está regulada 

principalmente por Drp1, una GTPasa citosólica que se ensambla a los receptores Fis1 en los sitios de división de la 

membrana externa mitocondrial. C) El transporte mitocondrial está mediado por kinesinas y dineínas que conducen el 

movimiento de las mitocondrias a través de la neurona para llegar a sitios de alta demanda energética (modificado de Van 

Laar and Berman, 2013). 

 

2.2. Mitocondrias, plasticidad neuronal y cognición  

 

La plasticidad neuronal puede definirse como la serie de adaptaciones estructurales y 

funcionales de los circuitos neuronales, a los cambios debidos al aprendizaje, la memoria, el 

ambiente o el daño cerebral;  lo que subyace a la capacidad del cerebro para adecuarse a un 

entorno en constante cambio (Todorova and Blokland, 2016).  
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Se ha descrito que durante la LTP, la producción de energía mitocondrial aumenta, así como 

la expresión de genes mitocondriales (Abraham et al., 2002; Todorova and Blokland, 2016). 

Estas observaciones son consistentes con los experimentos donde el bloqueo de la 

fosforilación oxidativa conduce al decremento de la LTP (Cunha et al., 1996). De la misma 

manera, utilizando el desacoplante mitocondrial carbonil cianuro-p-(trifluorometoxi) 

fenilhidrazona (FCCP) o inhibiendo el complejo I mitocondrial con la toxina rotenona, se 

produce una menor liberación de vesículas en sinaptosomas (Ivannikov et al., 2013). 

Además, se encontró que la inducción de LTP provoca una ráfaga rápida de fisión 

mitocondrial en las dendritas, la cual es inducida por la activación de la calcio calmodulina 

quinasa II (CaMKII) y la fosforilación de Drp1, sugiriendo que la inducción de LTP requiere 

de una fisión mitocondrial rápida (Divakaruni et al., 2018). Recientemente, se demostró que 

la plasticidad sináptica también depende de la traducción local de proteínas impulsada por 

mitocondrias dendríticas, las cuales sirven como reservas de energía espacialmente 

confinadas  (Rangaraju et al., 2019).  

 

Se ha demostrado una relación entre la morfología mitocondrial, la función cognitiva y el 

envejecimiento, ya que los sinaptosomas de monos viejos tienen numerosas mitocondrias en 

forma de dona, lo que es indicativo de estrés mitocondrial (Ahmad et al., 2013; Hara et al., 

2014). Esta morfología alterada se correlaciona con una memoria de trabajo reducida, una 

pérdida sináptica y un número reducido de vesículas, lo que sugiere que los cambios 

morfológicos afectan la funcionalidad mitocondrial e influyen en la disminución del 

rendimiento cognitivo durante el envejecimiento (Hara et al., 2014; Picard and McEwen, 

2014). El control de calidad mitocondrial también está involucrado en el desempeño 

cognitivo. La proteína mitocondrial PINK1(del inglés PTEN-induced kinase 1) que regula la 

mitofagia, tiene efectos positivos sobre el aprendizaje y la memoria, y su ablación genética 

provoca disfunción en la ejecución de tareas cognitivas (Du et al., 2017). Apoyando estos 

datos, se ha demostrado que la estimulación de la mitofagia revierte el deterioro de la 

memoria observado en varios modelos de la EA (Fang et al., 2019).  

 

Las evidencias mencionadas son algunos ejemplos de la relevancia de la función 

mitocondrial en la neurotransmisión, el amortiguamiento de Ca2+ y la señalización, los cuales 
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son esenciales para la plasticidad sináptica y la cognición. Por lo tanto, la función 

mitocondrial alterada durante el envejecimiento y en varias enfermedades 

neurodegenerativas, puede estar asociada con el deterioro cognitivo y la pérdida de memoria, 

como se muestra a continuación. 

 

2.3. Disfunción mitocondrial en la Enfermedad de Alzheimer 

 

Como se mencionó anteriormente, la actividad mitocondrial es esencial para llevar a cabo las 

funciones neuronales, y los cambios en la integridad y la actividad de las mitocondrias 

pueden contribuir al daño sináptico y la muerte neuronal en enfermedades 

neurodegenerativas asociadas con la edad como la EA. 

 

En relación con ello, se ha descrito que en los cerebros de pacientes con la EA, el número de 

mitocondrias, así como las crestas mitocondriales disminuyen (Hirai et al., 2001), se presenta 

un aumento en el contenido de las proteínas que regulan la fisión mitocondrial y una 

disminución en los niveles de las proteínas  que dan lugar a la fusión (Manczak et al., 2011; 

Wang et al., 2009). Por otro lado, en los cerebros de pacientes con la EA la actividad de 

algunas enzimas del ciclo de Krebs disminuye, así como la cantidad de ATP, la actividad de 

la ATP sintasa y los complejos I, III y IV (Bosetti et al., 2002; Butterworth and Besnard, 

1990; Mastrogiacomo et al., 1996). 

 

Muchos trabajos han confirmado las implicaciones de la alteración mitocondrial en modelos 

de EA. Por ejemplo, cuando neuronas hipocampales de rata son tratadas con Aβ, la densidad 

de las neuritas y la longitud de las mitocondrias disminuyen (Wang et al., 2009). De manera 

similar, en células de neuroblastoma que sobreexpresan mutantes de APP se observa un 

incremento en la fragmentación mitocondrial relacionada con Fis1 y un cambio en la 

distribución mitocondrial hacía la zona perinuclear (Wang et al., 2008b). Por su parte, en 

ratones mAPP se presenta una disminución en la actividad enzimática de la citocromo c 

oxidasa, un aumento del estrés oxidante, así como una desregulación en el transporte axonal 

(Du et al., 2010) similar a lo reportado en ratas transgénicas que sobre expresan APP humana 

mutada (Adami et al., 2017). 
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Por otro lado, se ha documentado la interacción de Drp1 con Aβ en ratones que sobreexpresan 

APP y en pacientes con la EA, lo que sugiriere que la interacción entre ambas proteínas es 

un factor relevante para la fragmentación anormal de las mitocondrias y la disfunción 

mediada por Aβ (Manczak et al., 2011). También se ha observado que existe una disfunción 

bioenergética en mitocondrias aisladas de cerebros del ratón triple transgénico de la 

Enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD) (Yao et al., 2009) y un desbalance en la dinámica 

mitocondrial y en el potencial de membrana mitocondrial en ratones 5xFAD (Wang et al., 

2016) (figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Mitocondrias en la EA. A) Las mitocondrias en condiciones fisiológicas son importantes para mantener las 

funciones neuronales como la neurotransmisión. B) En pacientes la disfunción mitocondrial juega un papel importante en 

el daño sináptico y la muerte neuronal, se presenta la acumulación de Aβ en dentro de las mitocondrias y en consecuencia 

una falla sináptica.  

 

Se ha demostrado que el Aβ puede localizarse en la matriz mitocondrial así como en la 

superficie de la membrana externa (Cenini et al., 2016; Hansson Petersen et al., 2008) (figura 

6), y se ha sugerido que puede ser transportado haca el interior de la mitocondria por la 

translocasa de la membrana externa (TOM, por sus siglas en inglés) donde su acumulación 

puede bloquear el tráfico de proteínas del citoplasma a la matriz mitocondrial (Devi et al., 

2006; Hansson Petersen et al., 2008; Manczak et al., 2006). A pesar de que se ha identificado 

una forma de APP en la mitocondrias, éstas no poseen el aparato enzimático para producir 
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Aβ (Mamada et al., 2017), ya que el APP mitocondrial se escinde en el espacio 

intermembrana por la proteasa Omi, que genera un fragmento diferente al Aβ (Park et al., 

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Interacción de Aβ en las mitocondrias. APP y Aβ pueden ingresar a las mitocondrias a través de los complejos 

de importación TOM y TIM. Dentro de las mitocondrias la interacción de Aβ se da con la cadena de transporte de electrones 

y en la superficie de la membrana externa mitocondrial. PreP y ABAD son dianas de oligómeros Aβ que se han descrito 

dentro de la matriz (modificado de Kawamata and Manfredi, 2017). 

 

El  Aβ también se puede producir en las membranas asociadas a mitocondrias (MAM’s, por 

sus siglas en inglés), que son sitios de contacto y comunicación entre las mitocondrias y el 

retículo endoplásmico (RE), y participan en diversas funciones celulares como la biosíntesis 

de lípidos, la fisión mitocondrial y la homeostasis celular de calcio (Fonseca et al., 2015; 

Raturi and Simmen, 2013). En fibroblastos de modelos transgénicos y pacientes con la EA, 

se observó mayor número de MAM’s, sugiriendo que el aumento en los contactos entre 

mitocondrias y RE podría ser un factor importante para la producción elevada de Aβ y su 

importación en las mitocondrias (Area-Gomez and Schon, 2016).  

 

Una vez que el Aβ ha sido importado en la mitocondria, causa alteraciones en la fosforilación 

oxidativa. Existe evidencia de que el complejo IV se inhibe de manera directa por la unión 
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de Aβ (Atamna and Boyle, 2006; Crouch et al., 2006; Hernandez-Zimbron et al., 2012). 

Además, se ha identificado una interacción física entre la ATP sintasa y el Aβ que provoca 

la pérdida de su función tanto en pacientes como en modelos de ratones transgénicos (Beck 

et al., 2016). Por otro lado, Aβ también tienen un efecto perjudicial en las proteasas de la 

matriz mitocondrial como PreP, ya que la acumulación de Aβ en la mitocondria disminuye 

su actividad enzimática produciendo una proteostasis mitocondrial alterada (Alikhani et al., 

2011; Mossmann et al., 2014). 

 

Por su parte, la proteína tau también ha sido asociada con alteraciones mitocondriales 

reportadas en la EA. Varias observaciones en modelos celulares y en ratones transgénicos, 

muestran que la sobreexpresión y la hiperfosforilación de tau afectan la localización y 

distribución de las mitocondrias, producen defectos en la función axonal (Kourosh 

Shahpasand et al., 2012) y ocasionan pérdida  de sinapsis (Cabezas-Opazo et al., 2015). 

También se ha demostrado que tau hiperfosforilada puede interactuar de manera anormal con 

Drp1 provocando la fisión mitocondrial excesiva y la degeneración de la sinapsis en ratones 

3xTg-AD (Manczak and Reddy, 2012). Así mismo, diferentes formas truncadas de tau 

reducen los niveles de Opa1, lo que altera la remodelación de las crestas mitocondriales y la 

eficiencia de la CTE (Pérez et al., 2018), mientras que la sobrexpresión de tau disminuye la 

actividad de los complejos respiratorios y las enzimas antioxidantes (Cheng and Bai, 2018). 

La proteína tau se puede unir a la membrana externa de la mitocondria y afectar el potencial 

de membrana mitocondrial (Atlante et al., 2008) principalmente por la unión con la proteína 

del canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC1, por sus siglas en inglés) lo que puede 

alterar el equilibrio entre la apertura y el cierre de los poros mitocondriales y conducir a una 

disfunción mitocondrial (Manczak and Reddy, 2012). Por último, estudios proteómicos y 

funcionales en ratones que sobreexpresan la mutante P301 de tau, muestran una disminución 

en la actividad de los complejos mitocondriales, además de que los cerebros de estos ratones 

presentan un incremento en la producción de ERO y despolarización mitocondrial (David et 

al., 2005; Rhein et al., 2009). 
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2.4. Transferencia mitocondrial entre células 

 

Desde hace varios años se ha descrito que existe la transferencia de mitocondrias entre células 

y que ésta ocurre de forma fisiológica. Dicha transferencia consiste en la incorporación de 

mitocondrias funcionales a la red mitocondrial de una célula receptora, provenientes de una 

donante, ocasionando generalmente una mejoría en el funcionamiento mitocondrial y celular.  

 

Hasta el momento se sabe que la transferencia mitocondrial ocurre de manera fisiológica, 

pero se incrementa durante el daño en células de mamíferos (Berridge et al., 2016). Por 

ejemplo, los trabajos pioneros demostraron que el mtDNA puede ser liberado y absorbido 

por las células para restaurar la función mitocondrial (Spees et al., 2006). Posteriormente, en 

modelos in vivo de lesión pulmonar inducida por lipopolisacáridos (LPS), se mostró que las 

mitocondrias derivadas de células madre de la médula ósea se transportan a células epiteliales 

pulmonares, rescatando la respiración y los niveles de ATP celular (Islam et al., 2012). 

Además, algunos estudios ex vivo establecieron que las mitocondrias liberadas de plaquetas 

pueden ser absorbidas por las células β-pancreáticas, lo que promueve la proliferación y 

mejora la función celular (Zhao et al., 2017). La transferencia mitocondrial también ocurre 

en el SNC a través de un fenómeno llamado transmitofagia. Este proceso implica la 

formación de protuberancias en los axones neuronales del nervio óptico, que contienen 

mitocondrias dañadas que son liberadas y enseguida capturadas por astrocitos para su 

degradación (Davis et al., 2014). Por su lado, los astrocitos también pueden donar 

mitocondrias funcionales a las neuronas después de la privación de glucosa y oxígeno para 

proporcionar neuroprotección (Hayakawa et al., 2016). 

 

Hasta la fecha, se han encontrado al menos tres mecanismos por los cuales ocurre el 

intercambio mitocondrial entre células: la formación de nanotubos de tunelización (TNT´s, 

por sus siglas en inglés), el transporte mediado por vesículas (figura 7) y la fusión celular, 

aunque esta última rara vez ocurre de forma natural (Murray and Krasnodembskaya, 2019; 

Torralba et al., 2016).  
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Figura 7. Mecanismos de transferencia mitocondrial. A) Los TNT´s son extensiones del citoesqueleto de actina que 

forman canales de comunicación entre las células y las conectan, lo que permite el intercambio del contenido intercelular. 

B) Las vesículas extracelulares se utilizan para la comunicación entre células. En el sistema nervioso, las células pueden 

recibir y donar mitocondrias funcionales a través de micro vesículas (modificado de Espino De La Fuente-Muñoz and Arias, 

2021).  

 

Los TNT´s son conexiones dinámicas formadas por extensiones del citoesqueleto de actina 

que forman canales de comunicación entre células con un diámetro aproximado entre 50 y 

200 nm (Dupont et al., 2018). Estos nanotubos hacen contacto físico con células adyacentes 

y las conectan, permitiendo el intercambio de contenido intercelular (Sisakhtnezhad and 

Khosravi, 2015) (figura 7). Aunque se ha demostrado que los lisosomas se pueden transferir 

entre células a través de este mecanismo (Rustom et al., 2004), los TNT´s tienen un papel 

importante en la transferencia mitocondrial, ya que su inhibición reduce el movimiento 

mitocondrial entre células (Bukoreshtliev et al., 2009). Las células conectadas por TNT´s 

pueden ser del mismo o de diferente tipo, por ejemplo, las mitocondrias de cardiomiocitos 

pueden transferirse a células progenitoras endoteliales (Koyanagi et al., 2005) y las neuronas 

pueden donar mitocondrias a los astrocitos (Wang et al., 2012). En un modelo de daño 

pulmonar inducido por el humo del cigarro, el movimiento de las mitocondrias mediado por 
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TNT´s desde células madre mesenquimales (CMM) a células epiteliales de las vías 

respiratorias, mejoró la producción de ATP, el potencial de membrana y el consumo de 

oxígeno (Li et al., 2014). Así mismo, la transferencia por TNT´s y sus efectos benéficos se 

han descrito en modelos experimentales que incluyen el daño isquémico (Liu et al., 2014), la 

diferenciación de células renales (Plotnikov et al., 2010) y el cáncer (Moschoi et al., 2016). 

 

Las vesículas extracelulares (VE) comunican a las células a corta y larga distancia. En 

función de su tamaño se clasifican en 1) exosomas, cuyas dimensiones oscilan entre 30 y 100 

nm y se originan a partir de endosomas vesiculares que se fusionan con la membrana 

plasmática para ser liberados  y 2) microvesículas (MV), que miden entre 100 y 1000 nm y 

se liberan a través de la gemación hacia afuera de la membrana plasmática (Holm et al., 

2018). Varios estudios han demostrado que células dañadas pueden recibir mitocondrias 

funcionales dentro de MV (Miliotis et al., 2019). En el SNC, los astrocitos pueden donar 

mitocondrias funcionales a las neuronas después de un accidente cerebrovascular, lo que 

permite la reparación neuronal y confiere neuroprotección (Hayakawa et al., 2016) (figura 

7). Por el contrario, grupos de mitocondrias disfuncionales en las protuberancias axonales 

pueden ser transferidas a los astrocitos para su posterior degradación (Davis et al., 2014). En 

astrocitos fetales humanos, se observó la liberación de MV "gigantes" que van de 1 a 8 μm y 

contienen mitocondrias funcionales (Falchi et al., 2013). Además, en neuronas de 

Caenorhabditis elegans se ha observado un nuevo tipo de vesícula gigante denominada 

exóforo (Melentijevic et al., 2017) de la misma manera que ocurre en cardiomiocitos. En 

estas células se ha encontrado que la liberación de mitocondrias disfuncionales se da por 

medio de exóforos como parte de un sistema de limpieza celular (Nicolás-Ávila et al., 2020). 

Los exóforos, cuyos diámetros son de 4 μm aproximadamente, se forman alrededor del soma 

neuronal y contienen además de mitocondrias, proteínas agregadas y lisosomas, sugiriendo 

que son un mecanismo activo para la eliminación de orgánulos dañados (Melentijevic et al., 

2017) (figura 7). Por último, se ha encontrado que existen mitocondrias funcionales libres en 

el torrente sanguíneo y en el líquido cefalorraquídeo (Al Amir Dache et al., 2020; Chou et 

al., 2017; Song et al., 2020), lo que abre interrogantes nuevas en la dinámica de la 

transferencia mitocondrial que permite la señalización entre células mediada por 

mitocondrias. 
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2.5. Trasplante mitocondrial 

 

A pesar de los esfuerzos de la industria farmacéutica, actualmente no existe una terapia eficaz 

para revertir la EA. Varios compuestos han completado ensayos de fase 3 en diversas etapas 

de la EA y ninguno ha demostrado con certeza ralentizar el deterioro cognitivo o mejorar el 

funcionamiento cerebral (Congdon and Sigurdsson, 2018; Long and Holtzman, 2019; Panza 

et al., 2019). Lo anterior destaca la necesidad de tener diferentes enfoques para el diseño de 

tratamientos para la EA.  

 

Durante algunos años, se han implementado estrategias dirigidas a las mitocondrias para 

revertir los efectos nocivos de la disfunción mitocondrial. La suplementación con sustratos 

de la CTE, como piruvato y beta-hidroxibutirato se han utilizado como terapia farmacológica 

para restaurar la respiración mitocondrial neuronal después de la privación de glucosa (Laird 

et al., 2013). Además, se han probado directamente la citocromo c y la coenzima Q10, que 

muestran algunos efectos benéficos para algunas enfermedades cardiovasculares y 

metabólicas (Pepe et al., 2007; Piel et al., 2007; Zozina et al., 2018). De la misma manera, la 

administración de antioxidantes también ha sido utilizada para mejorar el sistema 

antioxidante mitocondrial, particularmente en el cerebro de pacientes con Enfermedad de 

Parkinson (EP) (Jin et al., 2014). Por otro lado, las proteínas citosólicas que son propensas a 

la agregación se pueden importar a las mitocondrias para su degradación (Ruan et al., 2017), 

como se ha observado en modelos de la EA donde reducen los niveles y la toxicidad de Aβ 

(Sorrentino et al., 2017). Por lo tanto, varios grupos de investigación han estudiado los 

efectos positivos de mejorar la función mitocondrial de manera farmacológica o mediante la 

transferencia de mitocondrias sanas a células dañadas para disminuir las ERO, restaurar la 

producción de ATP, mantener la homeostasis de Ca2+, reparar el mtDNA y degradar 

agregados proteicos (Gollihue and Rabchevsky, 2017; Shin et al., 2017). 

 

El trasplante mitocondrial es una estrategia que se ha empleado para mejorar las funciones 

celulares en varios modelos de enfermedades humanas. Inicialmente, se describió la 

captación de mitocondrias aisladas en células de carcinoma (Clark and Shay, 1982). 

Posteriormente, la co-incubación de células con mitocondrias xenogénicas aisladas de células 
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murinas a células humanas carentes de mitocondrias, resultó en la incorporación de 

mitocondrias y el restablecimiento de la energía aeróbica (Katrangi et al., 2007). Otras 

estrategias de trasplante in vitro han utilizado péptidos de penetración celular como Pep-1, el 

cual se une a las mitocondrias y produce poros en la membrana celular para facilitar la entrada 

mitocondrial (Morris et al., 2001). Las mitocondrias exógenas acopladas a Pep-1 se han 

utilizado en modelos celulares de la EP para restaurar la función mitocondrial y reducir la 

pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra (Chang et al., 2016). Además, un 

estudio reciente mostró que las mitocondrias acopladas a Pep-1 pueden incorporarse en 

células cíbridas (células que pueden incorporar mitocondrias de sujetos humanos y perpetuar 

sus componentes codificados por ADNmt) que poseen una mutación asociada con el 

síndrome MELAS (encefalopatía mitocondrial con acidosis láctica y episodios similares a 

accidentes cerebrovasculares), lo que resulta en la recuperación de la respiración celular 

(Chang et al., 2017). Más aún, la eficiencia del trasplante mitocondrial se ha demostrado en 

trasplantes de mitocondrias que son absorbidas de manera eficiente por las células PC-12 

(Gollihue et al., 2017) y recientemente, el potencial antitumoral del trasplante mitocondrial 

ha mostrado resultados prometedores en las células de cáncer de mama (Chang et al., 2019), 

así como efectos en la desaceleración del crecimiento tumoral y mayor sobrevivencia en un 

modelo de cáncer de pulmón (Fu et al., 2019).  

 

Las primeras observaciones de los beneficios del trasplante mitocondrial in vivo se realizaron 

en modelos animales de isquemia miocárdica, donde la inyección de mitocondrias aisladas 

del músculo cardíaco de animales sanos condujo a una recuperación sustancial en la 

producción de ATP con una reducción en el tamaño del área de infarto. De manera 

interesante, observaron que los trasplantes de mitocondrias congeladas no produjeron efectos 

benéficos en la restauración cardíaca, lo que demuestra que las mitocondrias deben ser 

funcionales para los efectos positivos del trasplante (McCully et al., 2009).  

 

Posteriormente, se reportó que los trasplantes de mitocondrias autólogas obtenidas del 

músculo pectoral mayor de conejos, al inyectarse en su corazón isquémico antes de la 

reperfusión, produce una mejora de los parámetros mecánicos asociada con la presencia de 

las mitocondrias trasplantadas en cardiomiocitos, dos horas posterior al trasplante 
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(Masuzawa et al., 2013). Igualmente, se informó este mismo enfoque en cerdos utilizando 

mitocondrias marcadas con partículas de óxido de hierro en un modelo de isquemia, 

resultando en la incorporación de las mitocondrias y la mejora de la función cardíaca (Kaza 

et al., 2017). El trasplante mitocondrial también se ha probado en corazones de ratas 

diabéticas dando como resultado una función miocárdica mejorada post-isquémica y una 

lesión celular disminuida (Doulamis et al., 2019).  

 

Además de los efectos beneficiosos de las mitocondrias inyectadas directamente en el 

corazón isquémico, la administración sistémica a través de la vasculatura ha mostrado 

resultados similares. En este sentido, se han suministrado mitocondrias aisladas de 

fibroblastos a través de la arteria coronaria en conejos sometidos a un protocolo de isquemia, 

y se ha demostrado su incorporación en cardiomiocitos y en los espacios intersticiales 

(Cowan et al., 2016). También, la administración intracoronaria de mitocondrias sanas 

aumentó el flujo sanguíneo asociado con la producción de ATP y la activación de los canales 

KIR en corazones de cerdo (Shin et al., 2019). 

 

Debido a que el trasplante mitocondrial ha mostrado resultados benéficos en modelos 

animales, se han realizado algunos estudios preliminares en humanos. La primera aplicación 

clínica del trasplante mitocondrial se realizó en pacientes pediátricos con lesión por isquemia 

cardíaca a los que se les trasplantaron mitocondrias autólogas aisladas del músculo recto del 

abdomen. Después de ello, los pacientes tuvieron una mejora significativa en su función 

sistólica, lo que permitió la retirada del soporte de oxigenación por membrana extracorpórea 

en el segundo día del trasplante mitocondrial (Emani et al., 2017). Más recientemente, se ha 

documentado que el trasplante de mitocondrias prolonga el tiempo de conservación por 

congelación para el trasplante de corazón, por lo que este procedimiento también podría 

utilizarse como herramienta para mejorar los resultados del trasplante de órganos 

(Moskowitzova et al., 2018). 
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2.6. Trasplante mitocondrial en el sistema nervioso 

 

La mayor parte de las investigaciones sobre el trasplante de mitocondrias se ha realizado en 

modelos celulares, animales y pacientes con daño cardiaco con la finalidad de revertir el daño 

inducido por la isquemia (Emani and McCully, 2018). No obstante, el posible uso de esta 

estrategia para el tratamiento de enfermedades del SNC ha sido probado recientemente en 

diferentes paradigmas experimentales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Transferencia mitocondrial en el sistema nervioso. 1) Neurona a astrocito: Degradación de las mitocondrias 

de células ganglionares de la retina por los astrocitos. 2) Microglía a astrocito: Inducción de la respuesta astrocítica A1 y 

propagación de la neurodegeneración inflamatoria. 3) Astrocito a neurona: Neuroprotección y señales de supervivencia 

celular. 4) Macrófago a neurona: resolución del dolor inflamatorio y recuperación de la fosforilación oxidativa en neuronas 

sensoriales. 

 

Como ya se mencionó, en el nervio óptico de la rata, las neuronas podrían concentrar 

mitocondrias disfuncionales en protuberancias axonales que son capturadas por astrocitos 

adyacentes para su degradación (Davis et al., 2014). Además de que los astrocitos 

suministran mitocondrias a las neuronas sometidas a privación de glucosa y oxígeno para 

revertir el daño bioenergético in vitro e in vivo (Hayakawa et al., 2016). También las neuronas 

de C. elegans tienen la capacidad de liberar mitocondrias dañadas dentro de exóforos 

(Melentijevic et al., 2017). Recientemente, se ha informado que mitocondrias fragmentadas 
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liberadas por la microglía desencadenan la respuesta astrocítica (Joshi et al., 2019), y se 

demostró un mecanismo por el cual los macrófagos pueden transferir mitocondrias a 

neuronas sensoriales para resolver el dolor inflamatorio (Van Der Vlist et al., 2020) (Figura 

8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Trasplante mitocondrial para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. El trasplante de 

mitocondrias es una estrategia terapéutica simple que consta de tres pasos principales: aislamiento de mitocondrias activas; 

suministro de mitocondrias al cerebro y captación celular de mitocondrias exógenas (modificado de Espino De La Fuente-

Muñoz and Arias, 2021). 

 

A partir de estas observaciones y los avances en el estudio del trasplante mitocondrial en 

otros órganos, se han desarrollado diversas estrategias de aislamiento y suministro de 

mitocondrias para el SNC (figura 9). En relación con ello, se conoce que las mitocondrias 

xenogénicas obtenidas de líneas celulares e inyectadas de manera local o sistémica, son 

capaces de restaurar las habilidades motoras de ratas con isquemia cerebral posterior a la 

captura de estas mitocondrias en neuronas y astrocitos (Huang et al., 2016). Otro estudio ha 

investigado la viabilidad del trasplante de mitocondrias alogénicas en un modelo de la EP 

inducida con 6-hidroxidopamina (6-OHDA). En este caso, se demostró la mejora de la 

función mitocondrial en neuronas de la sustancia nigra, y después de tres meses se logró una 

recuperación del rendimiento motor en los animales tratados (Chang et al., 2016). Trabajos 

similares han encontrado que en modelos de la EP inducidos por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina (MPTP), la administración sistemática de mitocondrias favorece la 
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actividad motora, disminuye las ERO, restaura los niveles de ATP y la actividad del complejo 

I mitocondrial (Shi et al., 2017). Interesantemente, también se identificaron mitocondrias 

trasplantadas en varios tejidos además del cerebro, incluidos el hígado, el corazón y los 

riñones. 

 

Por otro lado, se han inyectado mitocondrias obtenidas de cultivos celulares o mitocondrias 

autólogas del músculo en la médula espinal dañada de ratas. Estas mitocondrias, se 

localizaron en células microgliales y en motoneuronas de la médula espinal, produciendo un 

efecto neuroprotector a corto plazo (Gollihue et al., 2018, 2017). Otros trabajos han 

demostrado que las mitocondrias trasplantadas a los nervios ciáticos lesionados mejoraron 

las propiedades de conducción nerviosa y el comportamiento animal (Kuo et al., 2017). En 

un modelo in vitro de privación de oxígeno y glucosa, se informó que los medios 

condicionados derivados de células progenitoras contienen mitocondrias funcionales que se 

incorporan de manera eficiente en las células endoteliales del cerebro, lo que conduce a una 

mejora de la permeabilidad y promueve la angiogénesis, así como un aumento en los niveles 

de ATP, mtDNA, la proteína TOM40 (Hayakawa et al., 2018) y reduce el volumen del área 

de infarto en modelos isquémicos (Liu et al., 2019). Además, el trasplante de mitocondrias 

autólogas aisladas del músculo pectoral mayor infundidas en los ventrículos laterales, redujo 

el estrés oxidante, atenuó la astrogliosis, promovió la neurogénesis después de un accidente 

cerebrovascular (Zhang et al., 2019) y redujo la apoptosis así como la fuga de la barrera 

hematoencefálica (BHE) (Zhang et al., 2020). Recientemente, se observó que el trasplante 

mitocondrial de las CMM a neuronas corticales aumento la supervivencia neuronal y mejoró 

el metabolismo después la exposición a peróxido de hidrógeno (Tseng et al., 2020). Además, 

las mitocondrias aisladas de hígados de ratones jóvenes y trasplantadas a ratones viejos 

dieron como resultado la reducción de ERO, aumento en los niveles de ATP y mejoró el 

rendimiento motor y cognitivo en ratones viejos (Zhao et al., 2020). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La disfunción mitocondrial es un evento temprano en la EA y puede ser causa del daño 

sináptico observado en los pacientes y en modelos de este padecimiento. Sin embargo, no se 

ha demostrado si el envejecimiento se asocia con disfunción mitocondrial sináptica o si la 

expresión anormal de moléculas como el Aβ y la tau son causa de una disfunción 

mitocondrial adicional directamente en la sinapsis. 

 

Tampoco se ha valorado la posibilidad de utilizar el trasplante mitocondrial en neuronas para 

mejorar su función bioenergética, ni las condiciones apropiadas para llevar a cabo este 

trasplante a fin de prevenir o revertir el daño sináptico que ocurre en la EA. 

 

4. HIPÓTESIS 

 

La acumulación de Aβ y tau afecta la dinámica y bioenergética mitocondrial que conlleva al 

déficit sináptico durante el envejecimiento y el desarrollo de la EA, por lo que la transferencia 

y el trasplante de mitocondrias mejorará la función mitocondrial en neuronas y en un modelo 

in vivo de la EA. 
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5. OBJETIVOS 

 

Analizar el papel de Aβ y tau en la dinámica y bioenergética mitocondrial y desarrollar un 

modelo de transferencia y trasplante mitocondrial in vitro y en el hipocampo de ratones 3xTg-

AD. 

 

5.1 Objetivos particulares 

 

• Analizar el consumo de oxígeno y el potencial de membrana mitocondrial en terminales 

sinápticas de diferentes regiones cerebrales del ratón 3xTg-AD. 

 

• Analizar la acumulación de Aβ y tau en terminales sinápticas del ratón 3xTg-AD. 

 

• Evaluar los niveles de las proteínas de la dinámica mitocondrial: Drp1, p-Drp1(Ser616) 

y Mfn1 en terminales sinápticas del ratón 3xTg-AD. 

 

• Aislar mitocondrias cerebrales y evaluar su incorporación a neuronas corticales.  

 

• Evaluar la actividad metabólica y la bioenergética mitocondrial en cultivos primarios de 

neuronas corticales. 

 

• Trasplantar mitocondrias cerebrales en un modelo in vivo y evaluar su incorporación en 

neuronas. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Disfunción mitocondrial en terminales sinápticas del ratón 3xTg-AD 

 

6.1.1 Modelo Triple Transgénico de la Enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD). 

 

Se utilizaron ratones hembra 3xTg-AD (Oddo et al., 2003) así como ratones WT 

(B6129SF2/J) de dos rangos de edad: jóvenes (de entre 2 y 3 meses) y animales de mediana 

edad ( 9 a 11 meses), en la que presentan niveles significativos de los marcadores de la EA, 

así como deterioro cognitivo (Belfiore et al., 2019). Los animales fueron manipulados con 

todas las precauciones necesarias para evitar el sufrimiento de acuerdo con los lineamientos 

de la Unidad de Modelos Biológicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la 

UNAM (protocolo aprobado 1287). Los ratones se alojaron en cajas de acrílico en ciclos de 

12 horas luz/oscuridad a 22° C con agua y comida ad libitum.  

 

La genotipificación de los ratones se realizó a partir de una porción de 2 mm de cola de cada 

animal. Las colas fueron maceradas en 75 μL de reactivo de lisis alcalina (NaOH 1 N, EDTA 

50 mM) y se incubaron a 95° C durante 1 hora en baño de agua. Posteriormente se agregaron 

75 μL de reactivo de neutralización (Tris HCl 40 mM, pH 7.5) y se mezcló con vortex. Las 

muestras se centrifugaron a 12,500 r.p.m. durante 2 minutos a 4° C, se obtuvo el sobrenadante 

y se almacenó en congelación para PCR. Los primers utilizados para APP-tau fueron: 

5tauRev (5'-TCCAAAGTTCACCTGATAGT-3'), APP interna (5'-

GCTTGCACCAGTTCTGGATGG-3'), y Thy12.4 (5'-GAGGTATTCAGTCATGTGCT-3'). 

Para la amplificación de PS1, se utilizó PS1-K13 (5'-

CACACGCACACTCTGACATGCACAGGC-3'). y PS1-K15 (5'-

AGGCAGGAAGATCACGTGTTCCAAGTAC-3'). Cada reacción de PCR contenía 3 μL de 

DNA, 2.5 μL de Coral Load, 0.5 μL de dNTP´s 10 mM, 1.5 μL de la mezcla de primers, 

0.125 μL de Taq DNA polimerasa y 20.37 μL de agua para un volumen final de 28 μL. Se 

realizaron 24 ciclos de amplificación a 94° C para desnaturalización durante 30 segundos, 

53° C por 30 segundos para alineación, 72° C por 30 segundos para extensión y por último 

una extensión final a 72° C durante 3 minutos. En el caso de PS1 se realizó una digestión del 
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DNA durante 2 horas a 37° C. La reacción de digestión contenía 20 μL de producto de PCR 

más 3.33 μL de Buffer NEB, 0.4 μL de la enzima BSTII y 9.6 μL de agua para un volumen 

final de 33.33 μL. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de 

agarosa 1% teñido con bromuro de etidio. 

 

6.1.2. Obtención de sinaptosomas 

 

La purificación sinaptosomas se realizó mediante el método descrito anteriormente (Löscher 

et al., 1985) modificado para ratón. Los ratones se sacrificaron por decapitación y se 

disectaron la corteza frontal, el hipocampo y el cerebelo para homogeneizarlos en 1 mL de 

solución de sacarosa 0.32 M. Una vez homogeneizados, se centrifugaron a 4,500 r.p.m. y los 

sobrenadantes se colocaron sobre 1 mL de sacarosa 1.2 M y se centrifugaron a 50,000 r.p.m. 

durante 20 minutos. La interfase formada (fracción sinaptosomal) se separó y se llevó a un 

volumen de 2 mL con sacarosa 0.32 M. Posteriormente, se colocó sobre 1 mL de sacarosa 

0.8 M y se centrifugó a 50,000 r.p.m. durante 20 minutos. Por último, el sedimento se 

resuspendió en 1 mL de buffer de Locke (NaCl 154 mM, KCl 5.6 mM, CaCl2 2.3 mM, MgCl 

1 mM, NaHCO3 3.6 mM, glucosa 5mM, HEPES 5 mM, pH 7.4). Con este método, los 

sinaptosomas aislados del cerebelo corresponden a la fracción denominada "sinaptosomas 

pequeños" que provienen principalmente de contactos sinápticos de células granulares 

(Ferrari et al., 2015; Israël and Whittaker, 1965). Todo el proceso se llevó a cabo a 4° C en 

una ultracentrífuga Beckman Coulter (Optima XPN-90) con un rotor de titanio de ángulo fijo 

90Ti 

 

6.1.3. Consumo de oxígeno y potencial de membrana mitocondrial de sinaptosomas 

 

El consumo de oxígeno de las mitocondrias sinápticas se midió utilizando un oxímetro 

Strathkelvin 782 (Warner/Strathkelvin Instruments) con un electrodo tipo Clark sumergido 

en una cámara de 1 ml con un baño PolyScience (Modelo 9000, Niles, Il). Los sinaptosomas 

se resuspendieron en 700 μL de buffer de respiración (Trehalosa 100 mM, KH2PO4 10 mM, 

HEPES 10 mM, EGTA 1 mM, MgCl2 1,3 mM, Na2SO4 1,2 mM, NaCl 54 mM, 1 mg/ml de 

BSA, pH 7,2). Posteriormente, se diluyeron 75 μL de solución de sinaptosomas (≈ 70 μg de 
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proteína) con 75 μL del tampón de respiración para un volumen final de 150 μL. El consumo 

de oxígeno se midió por duplicado durante 20 minutos en tres condiciones diferentes: 

Respiración basal agregando glucosa 10 mM, la respiración en presencia del desacoplante 

carbonilo-4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP) 1μM y en presencia del inhibidor de la 

ATPasa, Oligomicina 6.6 μM. Se analizaron las pendientes de consumo de oxígeno y se 

calcularon los nanomoles de oxígeno consumidos por minuto por mg de proteína (nmol 

O2/minuto/mg de proteína). Todas las mediciones se realizaron a 37° C. 

 

El potencial de membrana mitocondrial se determinó mediante el cambio de fluorescencia 

de safranina O a una longitud de onda 495/586 nm (em-ex) en un lector Sinergy HTX. Todos 

los experimentos se realizaron en placas de 96 pozos. En cada pozo, se agregaron 75 µL de 

buffer de respiración (Trehalosa 100 mM, KH2PO4 10 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM, 

MgCl2 1.3 mM, Na2SO4 1.2 mM, NaCl 54mM y BSA 1mg/mL) adicionado con safranina 1 

µM y se incubó durante 10 minutos a 37° C. Posteriormente se agregaron 75 µL de 

sinaptosomas y se dejaron incubar durante 15 minutos a 37° C. Finalmente se agregó FCCP 

1µM y se dejó incubando a la misma temperatura durante 40 minutos. El valor del potencial 

de membrana mitocondrial se obtuvo restando la fluorescencia después de abatir el potencial 

con FCCP. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. 

 

6.1.4. Análisis de las proteínas de fusión y fisión mitocondrial 

 

Para determinar los niveles de proteínas mitocondriales de las terminales sinápticas, éstas 

fueron homogeneizadas en buffer de lisis Ripa y se cuantificó la proteína total usando el kit 

DC Protein Assay (Bio-Rad) empleando BSA como curva patrón. Se cargaron 20 μg de 

proteína sinaptosomal en gel de acrilamida SDS-PAGE al 10% y se corrió una electroforesis 

a 30 mA durante 1: 30 horas. Posterior a la electroforesis, las proteínas fueron transferidas 

en membranas PVDF (Bio-Rad) a 4° C y 250 mA durante dos horas. Después de la 

transferencia, las membranas fueron lavadas 3 veces durante 10 minutos con PBS-Tween20 

0.1% y se bloquearán con BSA 5% durante dos horas a temperatura ambiente. Las 

membranas se incubaron con anticuerpos para Drp1 (1:1000, Abcam) p-Drp1 (Ser 616) 

(1:500, Cell Signaling) y Mfn1 (1:1000, Abcam) toda la noche a 4° C. Después de tres 
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lavados con PBS-Tween20 durante 10 minutos, las membranas se incubaron con anticuerpos 

secundarios conjugados con peroxidasa de rábano generados contra IgG de ratón (1:15000, 

Santa Cruz Biotechnology) o conejo (1:12000, Santa Cruz Biotechnology) por 2 horas a 

temperatura ambiente. Las membranas fueron reveladas usando el Kit quimio luminiscente 

Immobilon Western (Millipore) y placas fotográficas Kodak X-Omat. El análisis 

densitométrico se realizó utilizando los valores obtenidos para Drp1 total o la tinción de 

membrana con Ponceau y fueron analizados con el software ImageJ. 

 

6.1.5. Análisis por microscopía electrónica 

 

La solución de sinaptosomas se centrifugó a 10,000 r.p.m. durante 10 minutos. El pellet 

formado se fijó durante 30 minutos en glutaraldehído al 3%, pH 7.4. Las muestras se 

deshidrataron con concentraciones crecientes de etanol (30%-100%) a 4° C. Posteriormente, 

se incubaron en resina hidrofílica L.R. White y se polimerizaron a 40° C, para realizar cortes 

de 70-80 nanómetros en un ultramicrotomo Ultracut Reichert Jung. Los cortes fueron 

depositados en rejillas de níquel recubiertas con collodion. 

 

Para analizar la presencia y localización de Aβ y tau en las terminales sinápticas, se realizó 

un marcaje con inmuno-oro. Las rejillas con los cortes fueron lavadas con agua destilada e 

incubadas sobre una gota de BSA 5%/PBS/suero de caballo 0.3% durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente, las rejillas se incubaron sobre una gota de anticuerpo 

primario contra Aβ 1-42 (1:50, Millipore) o tau-46 (1:50, Cell Signaling) toda la noche a 4 

°C. Las gradillas se lavaron 3 veces por goteo con PBS y se incubaron en PBS/BSA 5% 

durante 15 minutos. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo secundario acoplado 

a oro (1:30, 12 nm, Abcam) durante una hora a temperatura ambiente. Enseguida las gradillas 

fueron lavadas con PBS y agua destilada y contrastadas con acetato de uranilo y se 

observaron en un microscopio electrónico de transmisión JEOL 1200 EX-II. 

 

 

.   
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Se obtuvieron cultivos primarios de corteza cerebral a partir de embriones de ratones CD-1 

en los días 15 a 17 de gestación. Se realizó la disección de las cortezas cerebrales de los 

embriones en solución Krebs y se realizó una disociación mecánica del tejido, así como una 

digestión enzimática con 2 mg de tripsina durante 5 minutos a 37° C. Inmediatamente, se 

agregó solución Krebs con 5.2 mg de inhibidor de tripsina y 0.8 mg de DNAsa1 para parar 

la reacción y digerir el DNA. Posteriormente se centrifugó a 1,000 r.p.m. durante 1 minuto y 

la solución se pasó a través de un tamiz de nylon de 40 µm de diámetro para obtener una 

suspensión celular homogénea, la cual se centrifugó a 1,000 r.p.m durante 5 minutos. Se 

retiró el sobrenadante, y las células se resuspendieron en medio de cultivo Neurobasal 

suplementado con 1% de B27, 0.15 mM de L-Glutamina y 20 µm/mL de 

penicilina/estreptomicina. El conteo celular se realizó en cámara de Neubauer y las neuronas 

se sembraron en cajas de 60 mm3 a una densidad de 6 millones de células por caja 

previamente tratadas con poli-L-lisina (10 µm/mL en PBS estéril) e incubadas a 37° C. Las 

células se mantuvieron en el mismo medio de cultivo por 7 días in vitro (DIV) a 37° C en 

una atmósfera húmeda con 5% CO2/95% aire. Al DIV 2 se agregó 1 µm de ara-C para detener 

la proliferación de células no neuronales.   

 

6.2.2. Aislamiento mitocondrial 

 

El aislamiento de mitocondrias se realizó con base en lo reportado previamente (Preble et al., 

2014), modificado para cerebro. Se disectó la corteza frontal de ratones CD-1 de 3 meses de 

edad, la cual fue homogeneizada en 5 mL buffer de aislamiento (sacarosa 300 mM, K-HEPES 

10 mM y K-EGTA 1 mM, 5 mg de BSA, pH 7,4). El homogenado se centrifugo a 4,500 r.p.m 

durante 10 minutos y se obtuvo el sobrenadante al cual se le agregó 1 mg de subtilisina A, se 

incubó durante 10 minutos a 4° C y se centrifugó a 4,000 r.p.m durante 4 minutos. El 

sobrenadante se pasó dos veces por un tamiz de nylon de 40 µm y enseguida por uno de 10 

µm de diámetro. La solución filtrada se separó en 6 tubos de microcentrífuga y se 

centrifugaron a 9,000 g durante 10 minutos. Posteriormente, los pellets que corresponden a 

la fracción mitocondrial se juntaron y homogeneizaron en 200 µl de buffer de respiración 

(250 mM, 2 mM KH2PO4, 10 mM MgCl2, 20 mM HEPES y 0,5 mM de EGTA, pH 7.2). Para 
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el aislamiento mitocondrial se utilizó una centrífuga refrigerada Eppendorf (5804 R) con un 

rotor oscilante (A-4-81) y uno de ángulo fijo (FA-45-30-11).  

 

6.2.3. Consumo de oxígeno de mitocondrias aisladas 

 

Se utilizó un oxímetro Strathkelvin modelo 782 (Warner/Strathkelvin Instruments) con un 

electrodo tipo Clark inmerso en una cámara de 200 µL a una temperatura de 37° C con un 

baño PolyScience. Se agregaron 170 µL de buffer de respiración (Sacarosa 250 mM, 

KH2PO4 2mM, MgCl2 10mM, HEPES 20mM, EGTA 05.mm pH 7.2), y se agregaron 30 

µg de mitocondrias. Posteriormente se añadió consecutivamente Piruvato/Malato 10 mM, 

ADP 100uM y Cianuro 1uM con la finalidad de calcular el control respiratorio induciendo 

los estados III y IV de la mitocondria. El potencial de membrana mitocondrial se determinó 

mediante el cambio de fluorescencia de Safranina O 10 µM, después de abatir el potencial 

de membrana con FCCP 1µM, a una longitud de onda 495/586 nm (em-ex) a 37° C, 

empleando un O2k-fluororespirómetro (Oroboros Instruments).  

 

6.2.4. Transferencia mitocondrial in vitro  

 

Para los ensayos de transferencia mitocondrial in vitro, se emplearon cultivos primarios de 

corteza cerebral disectadas de embriones de ratones CD-1 en el día 15 a 17 de gestación. Se 

sembraron 1 millón de células y a los 7 DIV las mitocondrias de los cultivos fueron marcadas 

con 100 nm de Mitotracker-Green durante 30 minutos a 37 °C. Las mitocondrias extraídas 

de la corteza cerebral de ratones de 2 meses fueron marcadas con 100 nm de Mitotracker-

Red desde la homogeneización del tejido. Una vez que se purificaron, algunas mitocondrias 

fueron incubadas con un péptido de penetración celular (Pep1, 0.06 mg), durante 30 minutos 

a temperatura ambiente. Posteriormente, al cultivo se le agregaron 20 µg de mitocondrias 

exógenas marcadas con Mitotracker-Red 100 nm y se realizó una grabación durante 2 horas 

bajo condiciones estándar de cultivo en un microscopio confocal Nikon AR1+STORM. Una 

vez terminada la grabación, se realizó la tinción con calceina-AM 1 µM y proyecciones en Z 

de máxima intensidad para determinar la viabilidad y la internalización de las mitocondrias.  
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6.2.5. Infusión hipocampal de mitocondrias 

 

El trasplante mitocondrial se realizó mediante cirugía estereotáxica en ratones C57BL/6 de 

3 meses. Los ratones fueron anestesiados con una mezcla de 1-2% de isoflurano y carbógeno 

(O2 95%/C02 5%). Una vez colocados en el aparato estereotáxico, se expuso el cráneo para 

ubicar las coordenadas correspondientes al área dorsal del hipocampo derecho: 

anteroposterior -2, mediolateral -1.4 y dorsoventral -1.9 en relación con bregma. Las 

coordenadas se basaron en el atlas del cerebro de ratón de Paxinos y Watson. Después de la 

trepanación, se infundieron 100 nL de suspensión de mitocondrias corticales marcadas con 

Mitotracker-Red, en un periodo de 30 minutos. Después de 24 horas de la infusión, se les 

realizó la prueba de campo abierto para evaluar la actividad motora y ansiedad. 

 

6.2.6. Inmunofluorescencia 

 

Cultivo celular: Las células se fijaron con 600 µl de paraformaldehido (PFA) al 1% durante 

5 minutos sobre escarcha. Posteriormente, se realizaron 3 lavados en agitación con 

PBS/Triton X-100 0.3% durante 5 minutos. Las células se permeabilizaron con PBS /Triton 

X-100 0.3% por 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez realizada la permeabilización, 

las muestras se bloquearon con PBS/Triton X-100 0.3% y BSA al 0.5% a 4° C durante toda 

la noche. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario disuelto en solución de 

bloqueo toda la noche a 4° C (Tuj1 1:500). Transcurrido ese tiempo, se realizaron 2 lavados 

en agitación durante 3 minutos con PBS/Triton X-100 0.3% y se incubó con el anticuerpo 

secundario (Alexa Fluor 488 1:700) durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Inmediatamente, se realizaron 2 lavados de 3 minutos con PBS/Tritón x-100 0.3% y se 

agregó Hoechst (1:1000) como marcador nuclear y se incubó durante 15 minutos. Finalmente 

se realizaron 2 lavados de 5 minutos y se montaron en cubreobjetos para su observación en 

microscopio confocal. En el caso de las muestras que se tiñeron con Mitotracker, solo se 

realizó la fijación de la muestra.  

 

Modelo animal: Después de la infusión de mitocondrias y las pruebas de memoria, a los 

ratones se les administró una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sódico (210 mg/kg) 
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y se llevó a cabo una perfusión transcardíaca con solución salina (0.9% NaCl) y PFA al 4% 

disuelto en Buffer de fosfatos (PB) 0.1 M fríos. Los cerebros se extrajeron y se mantuvieron 

en PFA 4% durante 48 horas. Posteriormente, se deshidrataron en gradientes de sacarosa de 

15 y 30% en PB por 48 horas cada uno y finalmente se obtuvieron secciones coronales de 40 

μm con un criostato MicromTM HM550 (Thermo Fisher Scientific). Las secciones se 

mantuvieron en una solución de crioprotección (25% de glicerol, 25% de etilenglicol y 50% 

de PB 0.2 M, pH 7.4) a 4 °C para su posterior procesamiento.  

 

Los cortes coronales del cerebro se procesaron manteniendo el tejido en flotación con PB 0.1 

M. Inicialmente, se permeabilizaron con PB 0.1 M/Triton X-100 0.3% durante 30 minutos 

para después bloquearlos con PB 0.1 M/Tritón X-100 0.3%/BSA 5% toda la noche a 4° C. 

Posteriormente, las secciones se incubaron con los anticuerpos primarios de interés: Tau-46 

(1:500) y VDAC (1:500) durante 24 horas a 4 °C. A continuación, las secciones se lavaron 

tres veces durante 5 minutos con PB 0.1 M/Tritón X-11 0.3% para posteriormente incubarlas 

durante 2 horas con anticuerpos secundarios fluorescentes (Alexa Fluor 488, 1:700). Los 

núcleos celulares se tiñeron con Hoechst (1:1000). Finalmente, las secciones se lavaron con 

PB 0.1 M/Tritón X-11 0.3% tres veces durante 5 minutos y se colocaron en portaobjetos y se 

cubrieron con medio de montaje. Las muestras se observaron en un microscopio confocal 

Nikon AR1+STORM.      

 

6.2.7. Evaluación de la capacidad redox mitocondrial 

 

La viabilidad celular se evaluó mediante la conversión de bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-

2-il] -2,5-difenil-tetrazolio (MTT) en cristales de formazán (Mosmann, 1983). La reducción 

de MTT es un indicador de la capacidad redox mitocondrial que se utiliza como medida de 

la viabilidad celular. En resumen, se agregó MTT en PBS (5 mg/mL) a las neuronas corticales 

durante 1 hora a 37 °C en una proporción 1:10 (v/v). Al final del período de incubación, se 

eliminó el medio y se solubilizaron los cristales de formazán con una solución de alcohol 

isopropílico acidificado (HCl 0,04 N). La absorbancia de cada muestra se cuantificó 

utilizando un espectrofotómetro a 570 nm.  
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6.2.8. Pruebas conductuales 

 

Campo Abierto: Después de 24 horas de la infusión hipocampal de mitocondrias se evaluó 

la actividad motora espontánea y la ansiedad de los individuos. Para ello se utilizó una caja 

de acrílico de 80x80x30 cm dividida en 16 cuadrantes iguales. Para esta prueba los ratones 

se colocaron en el centro de la caja y se les permitió desplazarse libremente durante 5 

minutos. La actividad de los ratones se grabó para su análisis y se cuantificó el número de 

cruces totales y de cruces hacia el centro o hacia los cuadrantes laterales de la caja. 

 

6.2.9. Análisis estadístico 

 

Los resultados se expresaron como el error estándar de la media (± SEM). Las comparaciones 

entre grupos se realizaron utilizando la prueba t de Student o ANOVA seguido de la prueba 

de Tukey, como se indica en la leyenda de cada figura. Los valores de p <0,05, p <0,01 o p 

<0,001 se consideraron significativos y se utilizó el software GraphPad Prism 5.01 (San 

Diego, CA, EE. UU.) para la realización de las gráficas y el análisis estadístico. 
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7. RESULTADOS 

 

Parte 1. Déficit mitocondrial en el modelo 3xTg-AD 

 

7.1.1. Alteraciones bioenergéticas asociadas con la edad en mitocondrias sinápticas 

 

Para evaluar la función mitocondrial en terminales sinápticas a diferentes edades y de 

animales 3xTgAD, se cuantificó la tasa de respiración mitocondrial, midiendo el consumo 

de oxígeno basal en presencia de glucosa y después de la exposición a oligomicina (inhibidor 

de la ATP sintasa) y a FCCP (desacoplante de la fosforilación oxidativa).  

 

En la corteza cerebral, las mitocondrias sinápticas sanas de ratones WT jóvenes consumieron 

8.0 nmolO2/min/mg basales, así como 5.3 y 12.8 después del tratamiento con oligomicina o 

FCCP respectivamente, muy similar al observado en ratones 3xTg-AD jóvenes. Sin embargo, 

los sinaptosomas de ratones WT viejos mostraron tasas de consumo de oxígeno 

significativamente reducidas en las tres condiciones probadas (3,5, 2,1 y 4, nmolO2/min/mg 

respectivamente) en comparación con los sinaptosomas WT jóvenes. Además, se observó 

una reducción significativa en los sinaptosomas de los ratones 3xTg-AD viejos en 

comparación con los de los ratones WT de la misma edad (2.5, 1.62 y 3.3 nmolO2/min/mg 

respectivamente). Las mitocondrias sinápticas del hipocampo presentaron un patrón de 

consumo de oxígeno similar al observado en las mitocondrias sinápticas de la corteza 

cerebral: en animales jóvenes, el consumo de oxígeno fue similar entre los ratones (9,8, 6,7 

y 13 nmolO2/min/mg en WT frente a 8,0, 6,7 y 12,9 nmolO2/min/mg en 3xTg-AD) (figura 

10). En todas las condiciones probadas, se observó una reducción importante en la respiración 

de las mitocondrias sinápticas de los ratones WT envejecidos en comparación con las de los 

ratones WT jóvenes, y este fenotipo se exacerbó aún más en los sinaptosomas obtenidos de 

los animales 3xTg-AD viejos (4.4, 3.5 y 7.1 nmolO2/min/mg en los WT en comparación con 

3.0, 1.6 y 5.1 nmolO2/min/mg en los 3xTg-AD) (figura 10, A-C). Por otro lado, las 

mitocondrias de sinaptosomas del cerebelo de animales jóvenes mostraron respuestas 

similares, pero se observó una reducción notable en la función de las mitocondrias sinápticas 

de los ratones WT viejos, y no se observó alguna reducción adicional en los ratones 3xTg-
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AD viejos. En el caso de las mitocondrias de la corteza cerebral y el hipocampo, se observó 

que las mitocondrias permanecen acopladas, mientras que las mitocondrias sinápticas del 

cerebelo parecían desacoplarse en la vejez independientemente de la condición transgénica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Análisis del consumo de oxígeno y el potencial de membrana mitocondrial en relación con la edad. La 

bioenergética mitocondrial se midió en sinaptosomas aislados de ratones hembra 3xTg-AD y WT jóvenes (2-3 meses) y 

viejos. (9-11 meses) La tasa de consumo de oxígeno de sinaptosomas corticales (A), hipocampales (B) y cerebelares (C) se 

midió en presencia de glucosa 10 mM (barra blanca), oligomicina 6 μM (barra gris) o FCCP 1 μM (barra negra). Los valores 

se expresan como nmolO2/min/mg de proteína, n=3 por cada grupo analizado. El potencial de membrana mitocondrial se 

midió mediante el cambio de fluorescencia de Safranina O en sinaptosomas de corteza (D), hipocampo (E) y cerebelo (F) 

Las mediciones se realizaron por triplicado (n =3-4 animales por grupo). ANOVA y prueba de comparación múltiple de 

Tukey, * p <0.05; ** p <0,01; *** p <0,001. Prueba t de Student, & p <0,05. 

 

Además, se midió el potencial de la membrana mitocondrial utilizando Safranina O. Los 

resultados obtenidos indican que existe una reducción significativa de este parámetro en los 

sinaptosomas de animales WT viejos en la corteza cerebral y el hipocampo (30% y 40%, 

respectivamente), reducción que fue más notable en animales 3xTg-AD viejos que en 

animales jóvenes 3xTg-AD lo que sugiere una producción comprometida de ATP en los 

sinaptosomas de animales viejos. De manera similar al consumo de oxígeno, el potencial de 

membrana de las mitocondrias sinápticas del cerebelo disminuyó con el envejecimiento, y 

no se observó ninguna reducción adicional en ratones 3xTg-AD viejos (figura 10, D-F). Lo 

anterior demuestra que existe una disminución en la bioenergética de las mitocondrias 

sinápticas que se asocia con el envejecimiento cerebral y se exacerba en el modelo 

transgénico de la EA.  
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7.1.2. Cambios en la dinámica mitocondrial en sinaptosomas de ratones 3xTg-AD 

 

Como la despolarización de la membrana mitocondrial interrumpe el equilibrio entre la 

fusión y la fisión mitocondrial (Kleele et al., 2021), medimos el contenido de las proteínas 

que están involucradas en estos procesos: los niveles de la forma activa de Drp1 (p-Drp1 

ser616) para evaluar la fisión mitocondrial, y los correspondientes a la proteína de fusión 

Mfn1. Observamos un ligero aumento en los niveles de p-Drp1 en los sinaptosomas aislados 

de ratones viejos, en comparación con los sinaptosomas obtenidos de ratones jóvenes, tanto 

en preparaciones de corteza cerebral como de hipocampo, y el aumento fue estadísticamente 

significativo en los sinaptosomas de ratones 3xTg-AD envejecidos, en ambas regiones (80% 

y 70%, respectivamente) (figura 11, A y B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Cambios en las proteínas de fusión y fisión mitocondrial. Western blot representativo y análisis 

densitométrico de Drp1 y p-Drp1 ser616 en sinaptosomas corticales (A), hipocampales (B) y cerebelares (C). Se muestran 

los contenidos de Mfn1 en muestras corticales (D), hipocampales (E) y cerebelares (F). Las barras representan el análisis 

densitométrico de proteínas normalizadas con Drp1 total o Ponceau (n= 3-4 por cada grupo). Prueba t de Student * p <0,05. 

 

De la misma manera, analizamos si la proteína Mfn1, encargada de dirigir la fusión 

mitocondrial, se ve afectada por el envejecimiento. Los experimentos de Western Blot 

indicaron la presencia de altos niveles basales de esta proteína, pero no se detectaron cambios 
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significativos a ninguna edad en ninguno de los dos fenotipos (figura 11, D y E). En el caso 

particular de los sinaptosomas aislados del cerebelo, no se encontraron cambios en las 

proteínas en ninguno de los grupos analizados (figura 11, C y F), comprobando que, en 

regiones vulnerables en la EA, existe un desbalance en la dinámica mitocondrial, donde se 

incrementa la fisión de las mitocondrias sinápticas. 

 

7.1.3. Acumulación de Aβ y tau en mitocondrias sinápticas 

 

Debido a que las mitocondrias tienen la capacidad de importar proteínas agregadas o mal 

plegadas (Ruan et al., 2017), decidimos analizar la presencia de Aβ y tau, así como los 

posibles cambios morfológicos en las mitocondrias sinápticas en el hipocampo de ratones 

3xTg-AD, la región más afectada en las primeras etapas de la EA. La figura 12 muestra 

imágenes representativas de microscopía electrónica de sinaptosomas obtenidos del 

hipocampo de ratones WT y 3xTg-AD viejos, así como sus cuantificaciones. Como se 

observa, los sinaptosomas de ratones 3xTg-AD exhibieron diámetros sinápticos y 

mitocondriales más grandes que los de ratones WT. Estos cambios se pueden observar 

claramente en los gráficos correspondientes (figura 12, E-G). 

 

Posteriormente evaluamos si los sinaptosomas de ratones 3xTg-AD acumulan Aβ y tau en la 

vejez utilizando el marcaje de estas proteínas con inmuno-oro. Con base en las imágenes 

analizadas, observamos una acumulación significativa de partículas de oro unidas al péptido 

Aβ localizadas principalmente dentro de las mitocondrias sinápticas (2-3 partículas de oro 

por cada sinaptosoma), en contraste con los ratones WT en los que no se observó la presencia 

de Aβ (figura 13). De manera interesante, se observó la presencia de tau en animales WT (~1 

partículas de oro por sinaptosoma), mientras que los animales 3xTg-AD presentaron una 

acumulación evidente de la proteína en los sinaptosomas (2-3 partículas de oro) y en menor 

medida dentro de las mitocondrias sinápticas (alrededor de 1-2 partículas de oro) (figura 13, 

G y H). En conjunto, los análisis ultraestructurales de los sinaptosomas indican que Aβ y tau 

pueden ser internalizadas en las mitocondrias sinápticas del hipocampo en los 3xT-AD 

envejecidos. 
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Figura 12. Cambios ultraestructurales en los sinaptosomas hipocampales de ratones 3xTg-AD viejos (9-11 meses). 

Imágenes representativas de microscopía electrónica de sinaptosomas (*) de ratones WT (A) y 3xT-AD (B). Se representan 

los cambios en el tamaño sináptico y el tamaño mitocondrial en ratones WT (C) y 3xTg-AD (D). Las mitocondrias están 

marcadas con puntas de flecha (n=3-4 secciones aleatorias de cada condición experimental de 3 experimentos 

independientes). Número de sinaptosomas (E), diámetro de sinaptosomas (F) y diámetro mitocondrial (G). Prueba t de 

Student, ** p <0,01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Acumulación de Aβ y tau en sinaptosomas de ratones WT y 3xTg-AD viejos (9-11 meses). Imágenes 

representativas de microscopía electrónica con anticuerpos acoplados a oro (12 nm) para Aβ y tau que demuestran su 

acumulación (flechas negras). Sinaptosomas del hipocampo de ratones WT (A, D) y 3xTg-AD (B, E). C y F son 

ampliaciones de B y E respectivamente. Cuantificación de partículas de oro (G, H). Prueba t de Student, *** p <0,001. 
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Parte 2. Transferencia y trasplante mitocondrial 

 

7.2.1. Cultivos primarios de neuronas corticales 

 

Para determinar si las mitocondrias neuronales aisladas pueden incorporarse a otras neuronas, 

se estandarizaron cultivos primarios de corteza cerebral. En la figura 14 se muestran 

imágenes representativas de inmunofluorescencias de los cultivos a los 8 DIV.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cultivos primarios de neuronas corticales. Imágenes representativas de los cultivos de neuronas corticales 8 

DIV que muestran el marcaje mitocondrial con Mitotracker-Red (rojo), Beta III Tubulina (verde) y Hoechst (azul). 

 

7.2.2. Extracción y purificación de mitocondrias corticales 

 

Para la extracción mitocondrial se probaron distintos protocolos a partir de la disección de la 

corteza cerebral. Como se observa en el Western Blot (figura 15, A), el protocolo más 

eficiente para la purificación de mitocondrias fue mediante filtración diferencial y digestión 

enzimática, el cual se ha utilizado previamente para el asilamiento rápido de mitocondrias en 

estrategias de trasplante mitocondrial (Preble et al., 2014). En la fracción purificada por este 

método se observa un enriquecimiento de la proteína Mfn1 empleada como marcador 

mitocondrial, así como la ausencia de sinaptofisina (marcador de sinapsis) y calreticulina 

(marcador de retículo endoplásmico). Además, se observó tinción positiva para el marcador 

fluorescente Mitotracker-Red (figura 15, C), comprobando que las mitocondrias asiladas 

conservan su potencial de membrana. 
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Figura 15. Aislamiento de mitocondrias corticales. A) Western Blot representativo donde se midieron las proteínas 

mitofusina1 (mitocondria), calreticulina (retículo endoplásmico) actina (citoesqueleto) y sinaptofisina (vesículas 

presinápticas). 1 y 2 = protocolo de extracción con sacarosa, 3 = extracción por filtración y digestión enzimática, 4 = 

extracción utilizando un protocolo de obtención de sinaptosomas por gradiente de sacarosa, 5 y 6 = homogenado total de 

corteza cerebral, MP = marcador de peso molecular. B) Pellet de la fracción mitocondrial obtenida de corteza cerebral. C) 

Tinción con Mitotracker-Red de la fracción mitocondrial utilizando el protocolo de filtración y digestión enzimática. 

 

Para determinar si las mitocondrias purificadas se mantenían acopladas, se determinó el 

control respiratorio, que consiste en inducir el estado III y el estado IV y calcular el cociente 

entre ambos. Determinamos que las mitocondrias extraídas de la corteza cerebral se 

mantienen acopladas hasta las primeras 3 horas después de la extracción, acoplamiento que 

disminuye con el tiempo. A las 6 horas se observa menor acoplamiento mientras que a las 24 

horas desaparece (figura 16, A y B).   

 

También se realizó la cuantificación del potencial de membrana mitocondrial tiñendo a las 

mitocondrias con Safranina O y midiendo la fluorescencia del compuesto antes y después de 

abatir el potencial de membrana con FCCP. Los resultados mostraron que las mitocondrias 

extraídas mantienen su potencial de membrana las primeras tres horas, lo que concuerda con 

el control respiratorio. Sin embargo, el potencial de membrana se pierde a partir de las 12 

horas (figura 16, C). Estos datos en su conjunto indican que las mitocondrias son funcionales 

las primeras 3 horas después de su extracción y deben ser transferidas o trasplantadas en los 

experimentos in vitro e in vivo, en esa ventana temporal. 
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Figura 16. Estado bioenergético de las mitocondrias después de su extracción. A) Trazo representativo del consumo de 

oxígeno obtenido a partir de las mitocondrias aisladas por métodos de filtración y digestión enzimática Se adicionaron 30 

µg de suspensión de mitocondrias, 10 mM de piruvato/malato, 100 µM de ADP y 1 µM de cianuro. B) Control respiratorio 

a lo largo del tiempo después de la extracción mitocondrial. C) Potencial de membrana mitocondrial posterior a la extracción 

de las mitocondrias (n= 4).  

 

7.2.3. Transferencia mitocondrial in vitro 

 

Para determinar si las mitocondrias aisladas son capaces de incorporarse a neuronas, se 

incubaron cultivos de neuronas corticales (7 DIV) en presencia de mitocondrias aisladas (20 

µg). Después de 40 y 90 minutos de incubación, las muestras fueron fijadas y analizadas 

mediante microscopía confocal. Las mitocondrias endógenas de los cultivos corticales se 

marcaron con Mitotracker-Green 100 nm 30 minutos antes de la incubación, mientras que 

las mitocondrias asiladas (exógenas) fueron marcadas con Mitotracker-Red 100 nm al 

momento de su extracción. En la figura 17 se observa que al tiempo cero las mitocondrias 

exógenas (rojas) permanecen en el medio de cultivo y son claramente distinguibles de las 

mitocondrias endógenas (verdes). Después de 40 minutos de incubación, las mitocondrias 

exógenas aparecen cercanas a los cuerpos neuronales, en algunos casos haciendo contacto 

con la membrana de las células en el área del soma y algunos axones. Después de 90 minutos 

de incubación, se observa una co-localización de ambos marcadores fluorescentes, 

sugiriendo la incorporación de las mitocondrias exógenas a las neuronas corticales. 
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Figura 17. Curso temporal del proceso de transferencia mitocondrial in vitro. Las mitocondrias exógenas marcadas con 

Mitotracker-Red 100 nm fueron incubadas durante 90 minutos en cultivos primarios de neuronas corticales (1 millón de 

células por caja). Las mitocondrias endógenas fueron etiquetadas con Mitotracker-Green 100 nm. Se muestran los canales 

por separado y su empalme con campo claro. 

 

Una vez que se tuvieron indicios de la incorporación de las mitocondrias, se realizaron 

grabaciones en tiempo real (por 2 horas) para analizar la cinética de incorporación y su 

posible fusión con la red mitocondrial endógena (material multimedia no mostrado). Al 

analizar los videos comprobamos que alrededor de los 30 minutos de incubación, las 

mitocondrias exógenas comienzan a aproximarse a las neuronas y a partir de los 60 minutos 

se puede distinguir en algunos campos la incorporación activa de mitocondrias, 

principalmente por los procesos de las neuronas.  

 

Para examinar con más detalle el fenómeno de incorporación, se realizaron reconstrucciones 

en Z de máxima intensidad. Como se observa en la figura 18, después de 2 horas de 

incubación la internalización de las mitocondrias ya se ha llevado a cabo en algunas neuronas 

del cultivo. La visualización ortogonal de los campos analizados muestra que las 

mitocondrias exógenas se han incorporado a las neuronas corticales (figura 18, B). Sin 
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embargo, este fenómeno no se presenta en todas las neuronas o no con la misma eficiencia 

en todo el cultivo. Lo anterior es evidente en la figura 18, donde se observa que neuronas que 

se encuentran contiguas presentan marcas fluorescentes distintas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Transferencia mitocondrial in vitro después de 2 horas de incubación. A) Reconstrucción de la proyección 

en Z de máxima intensidad de 123 planos focales. B) Ortogonales de la reconstrucción de las imágenes en A. Las 

mitocondrias exógenas se encuentran marcadas con Mitotracker-Red 100 nm y las endógenas con Mitotracker-Green 100 

nm. Mientras que la neurona en la parte inferior tiene un alto grado de incorporación mitocondrial (determinada por la co-

localización de ambas marcas de Mitotracker, en color amarillo), la neurona de la parte superior presenta poca incorporación, 

haciendo distinguible las dos poblaciones mitocondriales dentro de la célula.   

 

Por otro lado, se ha informado que el acoplamiento de péptidos de penetración a las 

mitocondrias aisladas pueden favorecer su incorporación a células diana (Chang et al., 2017, 

2016; Morris et al., 2001). Con base en ello, investigamos si el acoplamiento de Pep1 a las 

mitocondrias corticales aisladas podría incrementar su internalización a las neuronas en 

cultivo. De la misma manera que las mitocondrias sin Pep1, se observó que la incorporación 

se presenta de manera diferencial en las neuronas del cultivo, aunque la eficiencia de 

incorporación aumenta. La figura 19 muestra las imágenes representativas después de la 

incubación cuando las mitocondrias son acopladas previamente con Pep1.  

 

Para determinar la viabilidad de las neuronas después del periodo de co-incubación, las 

neuronas se tiñeron con calceína-AM 1 µM (sin Mitotracker-Green) y se hicieron 

reconstrucciones en Z de los mismos planos focales (figura 20, A y B). Confirmamos que las 

mitocondrias exógenas se incorporaron a neuronas viables, y que el fenómeno ocurre de 
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manera diferencial entre células, observándose una gran cantidad de mitocondrias exógenas 

en el soma y en las proyecciones de las neuronas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19. Transferencia mitocondrial in vitro después de 2 horas de incubación con mitocondrias acopladas con 

Pep1. A) Reconstrucción de la proyección en Z de máxima intensidad de 123 planos focales. B) Ortogonales de la 

reconstrucción de las imágenes en A. Las mitocondrias exógenas se encuentran marcadas con Mitotracker-Red 100 nm, 

mientras que las endógenas se etiquetaron con Mitotracker-Green 100 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20. Transferencia mitocondrial in vitro después de 2 horas de incubación. A) Reconstrucción de la proyección 

en Z de máxima intensidad de 123 planos focales. B) Ortogonales de la reconstrucción de las imágenes en A. Las 

mitocondrias exógenas se encuentran marcadas con Mitotracker-Red 100 nm, Las neuronas se tiñeron con 1 µM de calceína-

AM para determinar su viabilidad después de la incorporación mitocondrial. 

 

Para corroborar la viabilidad a largo plazo mediante un ensayo que cuantifica la actividad 

oxido reductora mitocondrial, se realizó la prueba de MTT a diferentes tiempos después del 

inicio de la incubación con mitocondrias exógenas (figura 21). Los resultados de estos 
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ensayos indicaron que a las primeras 2 horas de incubación no hay cambios en los cultivos 

con mitocondrias, pero si se observa una disminución en la viabilidad en los cultivos que 

fueron incubados con mitocondrias/Pep1. Sin embargo, esta tendencia comienza a cambiar 

estabilizándose ambos grupos a las 24 horas y en el caso particular de mitocondrias/Pep1 la 

actividad oxido reductora mitocondrial se incrementa a las 96 horas posterior a la incubación, 

sugiriendo que las mitocondrias internalizadas incrementan la actividad mitocondrial. 

Curiosamente, a este tiempo los cultivos que fueron incubados con mitocondrias sin Pep1, 

muestran una disminución en la reducción de MTT, muy similar a los niveles de 

mitocondrias/Pep1 de 2 horas. En conjunto, los datos presentados indican que la 

internalización de mitocondrias ocurre en neuronas corticales en cultivo, y que después de 

96 horas de posteriores a su incorporación, las neuronas se mantienen viables con una mayor 

capacidad oxido reductora mitocondrial. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
 
Figura 21. Curva de viabilidad celular mediante la reducción de MTT. Se representa el porcentaje de viabilidad después 

de la incorporación mitocondrial con y sin Pep1. La línea punteada representa el valor de 100% con respecto al promedio 

de los controles (buffer de respiración sin mitocondrias). Las mediciones se hicieron por triplicado, n=2. 

 

7.2.4. Trasplante mitocondrial 

 

Una vez que determinamos que las mitocondrias aisladas pueden internalizarse en neuronas 

in vitro, probamos infundir mitocondrias en el hipocampo de ratones C57BL/6 y determinar 

si las mitocondrias exógenas pueden internalizarse en algún tipo celular en el cerebro. Las 

mitocondrias fueron aisladas de la corteza cerebral de ratones jóvenes de dos meses y teñidas 

con Mitotracker-Red al momento de su extracción. Después de 24 horas de la infusión 
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mitocondrial, a los animales se realizaron pruebas de motricidad y ansiedad con la prueba de 

campo abierto y fueron sacrificados para su análisis mediante inmunofluorescencia y 

microscopía confocal. Después de 24 horas de la infusión mitocondrial el comportamiento 

de los ratones no presentó cambios en comparación con el grupo control (Figura 22). Una 

vez que se realizó la prueba de campo abierto, se analizó si las mitocondrias exógenas se 

podían incorporar en el hipocampo de los ratones tratados. El análisis por microscopia 

confocal reveló que 24 horas después del trasplante, gran cantidad de las mitocondrias 

exógenas podían observase en el tejido cerebral cerca del área de inyección. De acuerdo con 

las imágenes de inmunofluorescencia, las mitocondrias parecen estar internalizadas en 

células neuronales, como lo muestran los ortogonales de la figura 23. Si bien las mitocondrias 

aparecen cerca del sitio de inyección, también existe una dispersión de manera contigua en 

donde se sigue apreciando la captación, además, la marca visible de Mitotracker Red, indica 

que las mitocondrias trasplantadas conservan su potencial de membrana, por lo que siguen 

funcionales. Al igual que en el modelo in vitro, la incorporación de las mitocondrias exógenas 

no se observó de manera homogénea y existen neuronas que no presentan evidencia de la 

internalización mitocondrial. Lo anterior demuestra que, con el protocolo de aislamiento 

implementado, se pueden obtener mitocondrias funcionales que pueden ser ocupadas para el 

trasplante en tejido cerebral y que dicho trasplante no modifica la conducta exploratoria de 

los animales 24 horas después de la cirugía. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Prueba de campo abierto después de 24 horas de la infusión hipocampal de mitocondrias. Se representa el 

número de cruces totales, el número de cruces hacia los cuadrantes de la periferia y hacia el centro de la caja de prueba 

(n=3). No se observan cambios estadísticamente significativos entre ninguno de los grupos después de la evaluación de la 

conducta exploratoria.   
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Figura 23. Localización de mitocondrias exógenas posterior al trasplante mitocondrial. Las imágenes muestran la 

reconstrucción de la proyección en Z de máxima intensidad, así como los ortogonales de dos ratones (A y B) en los que se 

puede apreciar la incorporación de mitocondrias exógenas en el hipocampo, 24 horas después de la inyección intra 

hipocampal de 200 µg de mitocondrias teñidas con Mitotracker-Red 100 nm al momento de su purificación. Las flechas 

indican los sitios donde se observa incorporación mitocondrial en neuronas. Marcador nuclear DAPI (azul), marcador 

neuronal Tau.46 (verde). 

A) 

B) 



54 
 

8. DISCUSIÓN 

 

Existe evidencia que sugiere que la función mitocondrial alterada es un factor importante 

asociado con la vulnerabilidad sináptica durante el envejecimiento (Sun et al., 2016). Sin 

embargo, no se comprende del todo si una disminución en el número y la calidad de las 

mitocondrias o si la acumulación de moléculas tóxicas dentro de las mitocondrias son los 

principales factores responsables de estas alteraciones. Debido a que el principal correlato 

con el déficit cognitivo en la EA es la pérdida sináptica (Selkoe, 2002), nos propusimos 

evaluar si existen alteraciones en la mitocondrias sinápticas de regiones cerebrales de 

importancia en la EA. Para ello, empleamos preparaciones de sinaptosomas del ratón 3xTg-

AD, uno de los modelos animales más estudiados para entender los procesos que subyacen a 

la aparición y el desarrollo de los marcadores de la EA. Por su parte, el análisis de 

sinaptosomas nos permitió estudiar los procesos que ocurren en la pre-sinapsis, ya que 

contienen todos los componentes necesarios para almacenar y liberar neurotransmisores, 

contienen también mitocondrias viables y presentan un metabolismo activo después de su 

aislamiento (Breukel et al., 1997; Wilhelm et al., 2014). 

 

De acuerdo con los resultados que se presentan, determinamos que la edad es el factor 

principal asociado con la disminución de la función mitocondrial sináptica, y que la 

acumulación de proteínas como tau y Aβ (presentes en los ratones 3xTg-AD) puede 

exacerbar la pérdida de la función mitocondrial en las sinapsis. Cabe señalar que el deterioro 

observado en la función mitocondrial sináptica en ratones WT parece ser prominente en la 

mediana edad (9-11 meses) y se correlaciona con lo reportado previamente como la edad en 

la que inicia el deterioro de la LTP (Moreno-Castilla et al., 2016) y la memoria (Gower and 

Lamberty, 1993), sin observarse aún pérdida significativa de marcadores presinápticos (Hong 

et al., 2016). 

 

Un hallazgo importante de este trabajo fue que los sinaptosomas del cerebelo son 

particularmente vulnerables al proceso de envejecimiento, pero no a la neuropatología 

asociada con la EA, debido a que no se observó un deterioro adicional en la función 

mitocondrial en los animales transgénicos. Lo anterior es congruente con hallazgos previos 
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que demuestran que existen pocos ovillos neurofibrilares y placas amiloides en esta región, 

incluso en las etapas finales de la EA (Mavroudis et al., 2010; Sepulveda-Falla et al., 2014), 

por lo que nuestros resultados proporcionan evidencia  de que la capacidad respiratoria y el 

control del acoplamiento mitocondrial disminuyen con el aumento de la edad 

independientemente de la presencia de los marcadores histopatológicos de la EA en el 

cerebelo. Otros estudios han demostrado que el cerebelo es muy susceptible al 

envejecimiento y es una de las regiones cerebrales en las que se ha descrito pérdida neuronal 

y densidad sináptica disminuida en ratas y seres humanos de edad avanzada (Andersen et al., 

2003; Rogers et al., 1984).  

 

Además, encontramos que en condiciones basales la capacidad respiratoria mitocondrial es 

similar en los sinaptosomas de animales WT jóvenes y animales transgénicos. En todos los 

casos y regiones analizadas, la tasa de consumo de oxígeno de las mitocondrias sinápticas se 

redujo consistentemente en presencia de oligomicina, y fue activado por FCCP. Estos 

resultados indican que en general, la función mitocondrial en los sinaptosomas es normal y 

que las mitocondrias permanecen acopladas. Sin embargo, en los sinaptosomas de ratones 

viejos se observó una disminución en la capacidad respiratoria mitocondrial lo que sugiere 

que la alteración de la bioenergética sináptica se asocia principalmente con el envejecimiento 

cerebral. En este sentido, las ERO generadas por las mitocondrias pueden tener implicaciones 

importantes en la disfunción bioenergética, y aunque no se evaluaron en este trabajo, es claro 

el papel que juegan durante el envejecimiento (Stefanatos and Sanz, 2018) y en la EA 

(Llanos-González et al., 2020). Otra posibilidad que se ha propuesto y que tiene apoyo 

experimental, es que durante el envejecimiento hay una reducción de las mitocondrias 

sinápticas como resultado de una alteración del transporte axonal anterógrado, una condición 

que se agrava en la EA debido a la desestabilización de los microtúbulos (Flannery and 

Trushina, 2019; Morfini et al., 2002; Stamer et al., 2002). Por lo tanto, la funcionalidad 

mitocondrial en la sinapsis depende no solo de la presencia de mitocondrias sanas sino 

también de la velocidad de transporte de estos organelos desde el cuerpo neuronal. 

 

Por otro lado, se sabe que la dinámica mitocondrial anormal es un evento temprano 

relacionado con la neurodegeneración. Principalmente Drp1, la proteína que regula la fisión 
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de las mitocondrias, se ha asociado con la progresión de la EA (Baek et al., 2017; Cho et al., 

2009; Kandimalla and Reddy, 2016; Wang et al., 2008a). De acuerdo con el análisis de 

Western Blot, encontramos que el envejecimiento estuvo acompañado por un aumento en la 

expresión de la forma activa de Drp1 (p-Drp1, Ser616) sin cambios significativos en el 

contenido total de la proteína. Esta activación se agravó en los sinaptosomas de los ratones 

3xTg-AD. De manera interesante, se ha descrito que la fisión es un paso previo para que las 

mitocondrias se degraden a través de mitofagia y que una pérdida del potencial de membrana 

mitocondrial es una señal para el transporte retrógrado y su posterior degradación (Kleele et 

al., 2021; Miller, 2004), lo cual es consistente con nuestros resultados en donde existe una 

disminución en el potencial de membrana mitocondrial durante el envejecimiento y en los 

ratones 3xTg-AD. 

 

En nuestros experimentos no determinamos el mecanismo involucrado en la activación de 

Drp1 durante el envejecimiento, pero se ha mostrado previamente que una de las quinasas 

implicadas en la fosforilación de la proteína en el residuo Ser616 es la CaMKII (Divakaruni 

et al., 2018; Xu et al., 2016). En este sentido y teniendo en cuenta que el envejecimiento se 

asocia con diversos defectos en la homeostasis del Ca2+ (Calvo-Rodriguez et al., 2020; 

Nikoletopoulou and Tavernarakis, 2012), es posible que la sobrecarga de Ca2+ en la sinapsis 

de animales viejos pueda explicar la activación de CaMKII y en consecuencia, la 

fosforilación de Drp1. Además, algunos estudios han informado que la interacción de Drp1 

con Aβ y con tau aumenta la actividad enzimática de GTPasa de Drp1 (Manczak et al., 2011; 

Manczak and Reddy, 2012) y en contra parte, la inhibición de Drp1 disminuye la 

fragmentación mitocondrial y mejora el rendimiento cognitivo en el modelo transgénico 

APP/PS1 de la EA (Baek et al., 2017).  

 

También mostramos cambios morfológicos que destacan la hinchazón mitocondrial que no 

excluye una fragmentación mitocondrial previa. Se ha descrito que este hinchamiento genera 

la apertura del poro de transición mitocondrial, un aumento de la permeabilidad de iones 

como Ca2+, la disipación del potencial de membrana mitocondrial, así como daños en la CTE 

y ruptura de la membrana externa, lo que disminuye la capacidad de la fosforilación oxidativa 

(Du and Yan, 2010; Gerencser et al., 2008), y también podría explicar el aumento de tamaño 
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que observamos en las mitocondrias de los ratones 3xTg-AD. En apoyo a nuestros datos, las 

alteraciones ultra estructurales que se reportan en este trabajo en los sinaptosomas del 

hipocampo de ratones 3xTg-AD, son similares a los observados en los sinaptosomas del 

hipocampo de rata expuestos a Aβ y después de la movilización interna de Ca2+ (Mungarro-

Menchaca et al., 2002).  

 

Por otro lado, la disfunción progresiva de las mitocondrias también puede afectar la 

acumulación sináptica de proteínas tóxicas, ya que las mitocondrias poseen la capacidad de 

importar y degradar las proteínas mal plegadas (Bender et al., 2011; Ruan et al., 2017). De 

esta manera, la disminución de la función mitocondrial en el envejecimiento y en la EA 

podría contribuir a una disminución de la proteostasis celular que exacerba la acumulación 

de agregados proteicos, como se encontró en las mitocondrias sinápticas de los ratones 3xTg-

AD, donde evaluamos la presencia de Aβ y tau dentro de las mitocondrias sinápticas. Estos 

resultados son consistentes con las observaciones de otros grupos quienes han documentado 

que el Aβ puede localizarse en la superficie de la membrana externa de la mitocondria o en 

la matriz mitocondrial una vez que ha sido importado a través de TOM (Cenini et al., 2016; 

Hansson Petersen et al., 2008). Lo anterior cobra relevancia debido a que una vez que el Aβ 

ha sido importado, puede causar alteraciones en la fosforilación oxidativa inhibiendo el 

complejo IV (Atamna and Boyle, 2006; Crouch et al., 2006; Hernandez-Zimbron et al., 2012) 

y provocando la disminución de la actividad de la ATP sintasa (Beck et al., 2016). 

Finalmente, el Aβ también tiene efectos perjudiciales en las proteasas de la matriz 

mitocondrial como PreP ya que se sabe que disminuye  su actividad enzimática (Alikhani et 

al., 2011; Mossmann et al., 2014). 

 

En años recientes se han implementado estrategias dirigidas a las mitocondrias para revertir 

los efectos nocivos de diferentes padecimientos, como la administración de sustratos de la 

cadena de transporte de electrones (Laird et al., 2013), la coenzima Q10 (Zozina et al., 2018) 

o  la administración de antioxidantes (Jin et al., 2014). También, varios grupos han estudiado 

los efectos positivos de mejorar la bioenergética mitocondrial mediante la transferencia de 

mitocondrias funcionales en células dañadas en diversos órganos incluido el cerebro 

(revisado por: Espino De La Fuente-Muñoz and Arias, 2021). Por ello y en vista de que 
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describimos alteraciones importantes en las mitocondrias sinápticas del ratón 3xTg-AD, 

decidimos diseñar una estrategia de trasplante mitocondrial dirigida a células neuronales que 

con el objetivo de contrarrestar el daño bioenergético. Nuestros resultados demuestran que 

el protocolo de extracción basado en la digestión enzimática y centrifugación diferencial 

(Preble et al., 2014) modificado para tejido cerebral, es rápido y garantiza obtener 

mitocondrias puras y funcionales, que se mantienen estables y acopladas durante 3 horas 

posteriores a la extracción, lo que nos da una ventana temporal suficiente para poder 

emplearlas en ensayos in vitro e in vivo y, además mejora sustancialmente los tiempos  de 

purificación de protocolos basados sólo en centrifugación diferencial. 

 

De manera importante, demostramos que la co-incubación de neuronas corticales con 

mitocondrias y su posterior incorporación se lleva a cabo a partir de las 2 horas de incubación 

y aumenta la actividad oxido reductora mitocondrial, usada como parámetro de viabilidad 

neuronal, como lo muestran los datos de reducción de MTT (figura 21). Estos resultados son 

similares a lo que se ha reportado previamente en células PC-12 (Gollihue et al., 2018) y 

sobre la mejoría en la incorporación con el uso de péptidos de penetración celular como Pep1 

(Chang et al., 2017, 2016). Actualmente no existe un consenso acerca de si el uso de este tipo 

de péptidos es necesario para las estrategias de trasplante ya que, si bien parecen incrementar 

la internalización de mitocondrias, no se sabe si esto pueda ser perjudicial, aunado al hecho 

de que la captura de las mitocondrias se lleva a cabo de manera fisiológica. Sin embargo, en 

este trabajo no encontramos una reducción de la viabilidad utilizando esta estrategia para la 

internalización mitocondrial. Una observación consistente en los ensayos in vitro es que la 

internalización de las mitocondrias no ocurrió de manera homogénea en las células en 

cultivo, es decir, neuronas adyacentes presentan diferentes grados de incorporación de 

mitocondrias exógenas. Se sabe que diferentes tipos celulares tienen diferentes 

probabilidades de incorporar mitocondrias exógenas presumiblemente por las propiedades 

endocíticas de cada tipo celular (Clark and Shay, 1982) por lo que diferentes tipos neuronales 

tendrían diferentes grados de incorporación, sin embargo es algo que no se ha investigado. 

Otra posibilidad es que las neuronas estén en diferentes estados metabólicos que favorezcan 

la incorporación de las mitocondrias, como sucede en neuronas que han sido privadas de 
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glucosa y oxígeno (Hayakawa et al., 2016) o en modelos de daño isquémico (Shin et al., 

2017). 

 

En cualquier caso, es claro que con el protocolo reportado logramos incorporar mitocondrias 

exógenas en la red mitocondrial de neuronas en cultivo, aunque no hay un mecanismo 

exclusivo que explique dicho fenómeno. Hasta la fecha, se han descrito algunos mecanismos 

que subyacen a la incorporación de mitocondrias a las células, en donde la endocitosis parece 

ser el mecanismo predominante (Islam et al., 2012) ya que al bloquear la polimerización de 

actina, la endocitosis dependiente de clatrina y caveolas, y la macropinocitosis, se demostró 

su papel destacado (Pacak et al., 2015). Sin embargo, otros trabajos han descrito que en 

células cancerosas y de riñón la macropinocitosis participa como un mecanismo de captación 

mitocondrial que requiere la integridad de la membrana externa mitocondrial (Kesner et al., 

2016). 

 

Otros mecanismos se han estudiado recientemente, por ejemplo, se ha observado que la 

proteína de transporte mitocondrial Miro1, así como la proteína de unión conexina 43 pueden 

regular el movimiento mitocondrial desde las CMM a las células epiteliales (Ahmad et al., 

2014; Tseng et al., 2020; Yao et al., 2018) y en el SNC las vesículas liberadas por astrocitos 

que contienen mitocondrias son internalizadas por las neuronas por un mecanismo 

dependiente del receptor de membrana CD38 (Hayakawa et al., 2016). El papel de CD38 en 

la transferencia mitocondrial ha sido respaldado por estudios realizados en células de glioma 

humano donde la internalización de las mitocondrias fue mediada por la señalización NAD+-

CD38-cADPR-Ca2+ (Sun et al., 2019) y por trabajos en modelos de la enfermedad de 

Alexander, donde la presencia de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP, por sus siglas en 

inglés) redujo la expresión de CD38 y alteró la transferencia de mitocondrial entre neuronas 

y astrocitos (Gao et al., 2019). 

 

Por su parte, para el trasplante de mitocondrias in vivo se han desarrollado dos métodos 

principales: la administración sistémica de mitocondrias o la inyección directa en el órgano 

dañado (figura 9). La inyección sistémica permite una distribución global de mitocondrias 

funcionales, que pueden facilitar la entrega a cualquier órgano incluso cuando es de difícil 
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acceso como el cerebro (McCully et al., 2017; Shi et al., 2017). Sin embargo, no se tiene un 

control específico de la administración y podría afectar sitios que no lo requieran. Por su 

parte, la inyección directa resulta eficiente ya que permite administrar una concentración de 

mitocondrias de manera focal en el sitio específico del cerebro que se quiera analizar. En 

nuestro caso, mediante cirugía estereotáxica logramos inyectar mitocondrias exógenas que 

pudieron internalizarse en tejido neuronal y ser detectadas 24 horas después de la infusión, 

sin que los ratones presentaran alteraciones conductuales y de motricidad.  

 

Nuestros datos indican que las mitocondrias exógenas se localizan cerca del sitio de infusión 

principalmente en neuronas de la región CA1 del hipocampo, lo que es consistente con los 

informes en donde las neuronas corticales (Hayakawa et al., 2016), hipocampales (Alexander 

et al., 2021; Zhao et al., 2020) de la sustancia nigra (Chang et al., 2021, 2016; Shi et al., 2017) 

y la medula espinal (Gollihue et al., 2018), son capaces de incorporar mitocondrias exógenas. 

Sin embargo, no se puede descartar que algunas mitocondrias que se observan fuera de 

células neuronales, hayan sido captadas por células gliales o inmunes como se ha reportado 

previamente (revisado en: Espino De La Fuente-Muñoz and Arias, 2021), o bien, que 

permanezcan en el parénquima cerebral o vasos sanguíneos y permitan una distribución 

mayor. En este sentido, se ha reconocido que existen mitocondrias libres y funcionales en 

muestras de sangre de modelos animales y humanos (Al Amir Dache et al., 2020; Song et al., 

2020), así como en el líquido cefalorraquídeo (Caicedo et al., 2021), permitiendo la 

interacción de mitocondrias con una gran variedad de células.  

 

Aunque por el momento sólo se diseñó la estrategia experimental para el trasplante 

mitocondrial sin daño aparente en la conducta de los roedores, y no se evaluaron aspectos 

que indiquen un papel protector, recientemente se han considerado varios factores que no 

explican completamente el efecto protector de administración in vivo de mitocondrias para 

aliviar el daño de ciertos órganos. Un grupo en particular (Bertero et al., 2020, 2018), 

cuestiona la viabilidad mitocondrial después de la exposición a altas concentraciones 

extracelulares de Ca2+ durante el procedimiento de trasplante y pone en duda si el número de 

mitocondrias son suficientes para recuperar el déficit bioenergético observado en los modelos 
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experimentales, lo que ha llevado a la discusión de cómo es que funciona el trasplante 

mitocondrial in vivo.  

 

Sin embargo, algunas preguntas comienzan a ser respondidas y nuevas estrategias se siguen 

desarrollando. Por ejemplo, se ha demostrado experimentalmente que las mitocondrias 

pueden permanecer funcionales en altas concentraciones de calcio (McCully et al., 2020), así 

como de forma libres en el torrente sanguíneo y en el líquido cefalorraquídeo (Caicedo et al., 

2021; Song et al., 2020). Evidencia creciente sugiere que la cantidad de mitocondrias que se 

internalizan podría activar vías de señalización que promuevan la sobrevivencia neuronal 

como en el caso de las mitocondrias astrocíticas donadas a neuronas, en donde se activan las 

vías de Akt y BCL-XL (Hayakawa et al., 2016), o bien la activación de enzimas que ayuden 

a preservar la actividad metabólica, como en el caso de la hexoquinasa 1, que tienen un 

dominio de unión para interactuar con la membrana externa de la mitocondria y participar en 

la regulación mediada por Akt (Robey and Hay, 2006). Se están desarrollando nuevas 

estrategias de trasplante mitocondrial, como la administración nasal de mitocondrias en 

modelos donde esta administración es capaz de revertir los déficits cognitivos inducidos por 

la quimioterapia con cisplatino a través de activar la respuesta al estrés oxidante, la reparación 

y replicación del DNA, así como la sinaptogénesis, mientras que se inactivan las vías de 

señalización relacionadas con la disfunción motora y la mortalidad (Alexander et al., 2021). 

 

Por último, un factor importante a considerar es la respuesta inmune que podría desencadenar 

el trasplante mitocondrial. Sin embargo, algunos trabajos muestran que las mitocondrias 

autólogas no activan la respuesta inmune después de ser trasplantadas (Masuzawa et al., 

2013), y que la administración intraperitoneal de mitocondrias singénicas y alogénicas no 

induce una respuesta alorreactiva (Ramirez-Barbieri et al., 2018), lo que es congruente con 

las pruebas de campo abierto, donde no se observan diferencias en la conducta exploratoria 

y motora de los animales trasplantados, demostrando que, al menos a corto plazo, el 

trasplante no indujo una conducta anormal en los animales. 
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9. CONCLUSIONES 

 

De acuerdo con los datos obtenidos, hemos descrito que en las presinapsis existe una 

disminución en la bioenergética mitocondrial asociada con el envejecimiento principalmente 

en la región del cerebelo, y que se exacerba en la corteza cerebral y particularmente en el 

hipocampo de los ratones 3xTg-AD. Esta disfunción mitocondrial se acompañó por un 

incremento significativo de la forma activa p-Drp1 (Ser616) relacionada con la 

fragmentación mitocondrial excesiva, así como por la presencia de alteraciones 

ultraestructurales y la acumulación intra mitocondrial de Aβ y tau. En conjunto, los resultados 

demuestran el papel destacado del envejecimiento en la vulnerabilidad de las mitocondrias 

sinápticas de diferentes regiones del cerebro y el papel de la condición patológica que 

incrementa el daño en los individuos viejos, lo que puede promover aún más la disfunción 

sináptica. 

 

Lo anterior sugiere que las estrategias de restauración bioenergética podrían ser una 

herramienta útil para preservar la función sináptica durante el envejecimiento y en las 

primeras etapas de la EA. En relación con ello, hemos desarrollado una metodología rápida 

y eficiente para aislar mitocondrias de la corteza cerebral que se mantienen funcionales hasta 

tres horas posteriores a su purificación, lo que permite emplearlas en estrategias de trasplante. 

Los resultados del modelo in vitro indican que la incorporación de mitocondrias exógenas a 

las neuronas y su red mitocondrial ocurre en un periodo aproximado de dos horas y puede 

potenciarse mediante péptidos de penetración celular que incrementen la internalización en 

las células blanco, mejorando su actividad mitocondrial. Por su parte, los datos del modelo 

in vivo demuestran que el trasplante mitocondrial es viable y que las mitocondrias pueden 

ser captadas por neuronas del SNC sin comprometer el comportamiento de los ratones 

analizados. Esta primera aproximación experimental permitirá desarrollar el trasplante 

mitocondrial como herramienta en modelos de enfermedades asociadas con la edad como en 

el ratón 3xTg-AD. 
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Abstracl: Syn aptic aging has bccn associated with neuronal circuit dysfunction and cognitivc 
decline. Reduced mitochondrial function may be an early event that compromises synaptic íntegrity 
and neurolra nsmissioll in vulnerable brain regions d uring physio logical and pathological aging. 

Thus, we aimed lo measure milochondrial funclion in synapses from three brain regions al Iwo 
díffcrcnt ages in the 3xTg-AD mousc modcl and in wíld mice. Wc found that aging is the main factor 
associaled wilh the decline ín synaptic milochondrial functíon, parlicutarly in synapses isolated from 
Ihe cerebell um. Acrumulalion of loxic compounds, 5uch aslau and A!3, Ihal occurred in Ihe 3xTg-AD 
mousc mode! sccmed 10 participale in the worsening of this decline in Ihe hippocampus_ The changes 
in synaptic biocncrgetics wen> also associated wilh incn>ased activatíon of Ihe milochondrial fission 
prolein Drpl . These m ul ls suggesllhe presence of a ltered mechanisms of synaptic milochondrial 
dynamics and their qu~lilyconlrol during agingand in Ihe 3xTg-AD mouse mode]; Ihey also poinl lo 
biocncrgclic resloralion as a uscful therapeutic slrategy lo preserve synaptic function during agíng 
and al Ihe carly stagcs of Alzheimer 's rosease (AO). 

Keywords: synaptic mítochondria; brain aging; synaptosomcs; mítochondrial dynamics; amyloíd-f:\ 
prole in; tau 

1. Inlroduction 

Aging is associatcd wilh a variety of brain impairments Ihal range from a s light de<:line in 
cognilive performance to severe mcmory los5 and is the main r isk faclor for neurodcgenerative 
diseases. In healthy aging, slowed neurolrans mission and reduced synaplic ptaslicity have bren 
reporled [1- 3J. I-Iowever, nol all brain regions are affecled lo Ihe same exlenl during aging. For example, 
the ccrebellum, hippocampus, and frontal cortcx prcsent a more evident volume red uction Ihan 
olher arcas, possíbly due lo several faclors, such as rcduced dendritíc branching, neuronal shrinkage, 
and synaptic loss [4,s ].ln Alzheimer's disease (AO), synaplic lerminal toss precedes neuronal dealh 
and is Ihe bes! corre1ate wilh cognitive decline [6-10]. The me<:hanisms governíng Ihe particular 
susccptibílity of synaptic endings lo aging and neurodegeneration are only now bccoming c1car and 
indicale the participation of synaplic mitochondria as a central player [1 1 J_ Emerging evidence suggesls 

¡"l. l. Mol. !iri. 2020, 21, 1r727;doi:iO.3390/ijms.21228727 www.mdpi.rom{JOumalJijms 
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!hal rcduccd synaptie bioenergetics may be an early event that eompromiscs neurotransmission and 
synaptie inlegrily in vulnerable brain regions (1,2,12,131. 

Energy supply from mitochondria is essentia l to suslain met-aholic demands and signaling 
functions al the synapsis, making me<:hanisms Ihal regulate mitochondriaJ biogenesis and dynamies 
a crucial area of study to understand how these processcs participa le in synaptie dysfunetion in 
AO. Synaptie milochondria arrive from Ihe neuronal soma via anterograde transport medialed by a 
variety of proleins involved in milochondrial maintenanre and dynamics [14]. Through milochondrial 
fusion, an exchange of mitochondriaJ contents occurs, whieh is esscntiaJ to preserve mitochondriaJ 
energy eapacity and for the distribution of these organelle; in neurons r 151. Interestingly, mutation in 
!he milochondrial fusion gene Mfn2 causes Ihe neurodegeneralive disease Charcol-Marie-Tooth 
diseasc ]16]. Mitochondria l fission through dynamin-relalcd protein 1 (Orpl ) can help miloehondrial 
degradatían in Parkinl-mediated mitophagy 117]. Recent work found a protcctive cffcct against amyloid 
toxicily on synapses and mitoehondria by reducing the expression of Orp1 ]18.19). This evidenre 
strongly suggests Ihe critieal role of milochondrial dynamics and Iheir regulalion by fission and fusían 
proteins lo preserve mitochondrial aelivily in neurons and synapscs. 

A rcdueed number of mitoehondria llave becn reported in the human brain with AO 120]. as wdl 
as an imbalance in the contents of fusionjfission proteins 118,21 - 23]. Similarly, an increase in the 
fission protein Fisl is associatcd wilh a high Tate of mitochondrial fragmentaHon in neuroblasloma 
cells that overexpress the mulated human amyloid precursor protcin (APP) 124]. In the transgenie 
mouse modd of AO overexprcssing APP/Aí3, fragmentcd mitochondria with decrcased aelivi ty of 
cytochrome oxidase e were also reported [25]. Furlhermore, studies in isolated milochondria from the 
triple tTansgenic mouse model (3xTg-AD) indicate bioenergetie dysfunclion [26) similar lO lhose found 
in Ihe transgcnic rat mode! Iha t overexpresscd mutatcd hUlThln APP 127]. There is a dearly emerging 
link bctween neurodegeneralion and defccts in mitornondrial dynamics and bioenergelics. Mosl of 
Ihese studies were performed with neurons or milochondria isolaled from brain extrael excepl for some 
recenl work in synaplosomes isolaled from brain eortices that reported mitochondrial dysfunction in 
aged 5xFAD mire [28). 

Thus, lo shcd hghl on whether Ihere IS a relalIonsh¡p between agmg and AU m mltochondnal 
synaplie dysfunction, we conducted experimenls in isolaled presynaptie terminals from three brain 
regions impliealed in AD palhology from female 3xTg-AD miel" and female wild-Iype (WT) mire 
al yotmg and middle age. al whieh Iherc are no substantial ehanges in prcsynaplie number bul in 
synaplie flmclionality [7,8). We analyzed Ihe levels of proteins related lo milochondrial dynamics, 
mitochondrial bioenergetics, and milochondrial ultrastruelure. We found an importanl effect of agins; 
animals al 10 monlhs but nol 3 months old showed decreased mitochondrial bioenergetics that was 
slightlyexarerbated in animals carrying Ihe mutaled protcins exprcsscd in !he 3xTg-AD lO-month-old 
miel". The observed changes consisted of a significanl reduction in milochondrial bioenergetics and 
milochondrial membrane polentia l aecompanied by an inerease in Ihe eonten! of Ihe aetivated form of 
Drpl and intramitochondrial accumulation of Ihe Aí3 peplide and lau protein. 

2. Results 

2.1. EmiJwtiol1 of Mitochol1drial Rcdox Capacily 

The extent of MIT reduction was eonsidered an index of synaplie viabi lity and mitochondrial 
redox aciivily, as we previously described ]29;30]. We firsl examined the age-dependent change 
in milochondrial rcdox aetivi ty in synaptosomcs isolated from the cerebral corlex, hippocampus, 
and cerebellum from yOlUlg and aged WT and 3xTg-AD miel' (Figure 1). As shown in Figure lA, 
asignificanl decrease in MTI reduetion in cortica l synaptosomes was observed in young 3xTg-A O miel' 
eomparcd with young WT mire (4Ü"!o inhibition) and in aged wr miel' compared with aged 3xTg-AD 
mice (30% inhibition). A simila r effecl was also found in hippocampal synaplosomes fmm yOlUlg and 
aged miel" (53% inhibition) (Figure l B). Finally, thesynaplosomes isolaled from theeerebellum,a region 
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that was nol expccted 10 accumulate AD-related markers, did not prcsent significant differcnces 
between wr and 3xTg-AD al any age, but ¡he basal tvITT reduction capacity seeml'd lo be lower in Ihis 
region Ihan in Ihe hippocampus or cerebral corlex (Figure IC) . 

• •• ,.b",'.ortox 

, 
• • • , 
~ 

• , 

Figure l . Mitochondrial redox capacily of synaplosomes. Synaptosomes were isolated from yOllng 
and middJc.-aged tl.'lTIaJc wild-typc (vvr) and 3xTg-AD mice and "'ere assesscd by MTI rcduclion 
after a 90 min incubalion. Cortical synaptosotnes (A), hippocampal synaplosomes (B) and cerebellar 
synaptosomes (q are sho"'n. Dilta are expn:ssed as Ihe mean pereent<1gc ± SEM of dupliciltes from 
3-4 differen! individual animals per group. Sludcnt's t lesl • p < 0.05. 

2.2. Rrdured Miloc/lJ/ldr ia / Biocllcrgclics Associalt'd wilh Agc 

To evaluare Ihe milochondrial respiration rate al differenl ages, we measured. basal ox}'gen 
consumption and respiralory ooupled conlrol in nonpemleabilized synaplosomes; Ihen, we evalualed 
the effcct uf glur.:u~ ad ditiun [lnd after t:xp~un:: tu the ATP synthasc inhibitur u ligumy,jn a nd the 

oxidative phosphory lation tmcoupler FCCP. In !he cerebral corlex, heal!hy synaptic milochondria from 
young WT micl' exhibiled 8.0 nanomoles of basal O2 consumplion and 5.3 or 12.8 afler oligomydn 
or FCCP lreatment, respectively-very s imilar lo Ihal observed in young 3xTg-AD miee (6.9, 3.9 and 
14.1, respcctivcly). Howevcr, compared lo WT young synaplosomes, synaplosomes from ol d WT 
micl' showcd s ignificanlly reduced oxygcn oonsumplion ra tes under Ihe Ihrec lested conditions 
(3.5, 2.1 and 4, respectively). An add ilional and significa ni red.uction was observed in synaptosomes 
from old 3xTg-A D miee compared with Ihose from old WT miee (2.5, 1.62, and 3.3, respectively) 
(Figure 2A, Table 1). Synaptic milochondria from the hippocampus prcscntcd a s imilar pattem of 
oxygen consumption lo Ihal observed in synaplic milochondria from Ihe cerebral oorlex. In young 
animals, oxygen consumption was s imilar between WT and 3xTg-AD mice (9.8, 6.7, and 13 nmol 
Ü:2 in WT vs. 8.0,6.7, and 12.9 in 3xTg-AD). Under a ll tcsled oonditions, an important reduction in 
mitochondrialn::spiralion was observcd in synaptic mitochondria from ag:cd WT mice comparcd with 
those from young WT mice, and Ihis phenotype was further exacerbaled in synaptosomes oblained 
from the 3xTg-AD animals (WT= 4.4, 3.5and 7.1 vs. 3xTg-AD '" 3.0, 1.6 and 5.1) (Figure 28, Table 1). 
Synaptosomal mitochondria from the eercbcllum of young animals showed similar responses, but a 
remarkable reduction in mitochondrial function was observed in syn.1ptic mitochondria ¡rom old 

WT miel', wilh no furlher reduction observed in Ihose from old 3xTg-AD mice (Figure ZC, Table 1). 
In Ihe case of m itochondria from the eerebral cortex and hippocampus, a coupled pattem of oxygen 
consumption was ooserved, while synaplic mitochondril1 from Ihe eerebellum seemed lo be unoouplcd 
al old age independcnl of!he Iransgenic condil ion. To furlocr sludy milochondrial d ysfunction, we also 
measured mitochondrial membrane pOlenlial us ing Ihe Safranin O nuorescent probe. According to Ihe 
bioenergetics results, we a lso found a s ignificant reduclion in Ihis parameter in a~d synaplosomes 
from Ihe wr cerebra l corlex and hippocampus (30"k and 4ü%, respectively) Ihal was more prominenl 
in aged 3xTg-AD animals Ihan in young 3xTg-AD animals (65% and 70%, respcclively) (Figure 2D,E), 
suggesting compromised ATP production in synaplosomes from aged animals [31 1. Similar lo the 
effecls revealed by Ihe oxygen oonsumplion experiments, the membrane polcnlia l of synaptosomal 
milochondria isolatcd from Ihe cercbcllum was dccrcascd by aging, and no furthc r rcdudion was 
ohserved in old 3xTg-AD miee (Figure 2F). 
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Figure 2. Agl'-relatcd changes in oxygen consumplion and milochondrial membrane polc.1llial. 

Milochondrial bioenergetics WiI$ measured in synaplosomes isola ted from young and old female 

3xTg~AD and WT micr. The oxygcn col1sumplion rate of cortical (A), hippocampal (B), and ccrebellar 
(q synaptosomes was measllred in lhe presence of 10 m/l,,1 g lurose (while bar), 61-'M oligomycin 

(gray b.1r), or I f!M FCCI' (black bar). VaJul.'S are exprcsscd as nmol CYmin/mg prolcin and are 

the mean pem'nlage ± SEM of duplicale measuremcnls from 3 independcnt animals per group. 

F1uorescence changcs in Ihe milochondrial membrane polenlial probo:: Safranin O in cortical (D), 

hippocampal (E), and ccrebellar (F) synap tosomcs are shown, Arbilrary uníls are Ihe mean ± SEM from 

tripliCillc mcasuremcnts uf 3--4 animals pcr group. ANOVA and Tukey's mullip!c comparison kSI, 
• P < 0.05; "" P < 0.01 ; _. P < O,UH. Sludent 's I lesl, & p < 0.05. 

Table 1, Oxygen ronsumption of syroplosomes from rorlex, hippocampus, and ccrcl!el1um of femalc 

WT and 3xTg-AD rniee (nmol D.zlmin/mg prolein). 

Young Old 

WT 3xTg-AD WT 3xTg-AD 

Corlcx 
Gluoose 8.002 6.969 3.563 " 2.531 .. & 

Oligornycin 5.393 3.869 2.102 ., 1.626 •• 

!'CCP 12.800 14.130 4,093 ., 3.318 ., 

Hippocampus 
Glucose 9.801 8.022 4.458 •• 3.036 ·0&: 

Oligomycin 6.798 6.748 3.515 .. 1.594 • .& 

!'CCP 13.742 12YU7 7,120 .. 5.119'.& 

Ccrcbdlum 
Glucose 7.005 5.843 2.704 ••• 2.7f5l"· 

Oligomycin 3258 4.277 2.601 ... 1.72h ... 

FCCP 10.794 14.42h 2.993 ••• 3.070 .. , 

Kl'y : " " < 0.0\; ' ''" < 0.001 n'lativt' tosynaptowmesobtainoo from young WT mio.' and .. p < 0.05 ",t,lIive 10 
synaptOSOml'S from otd W1" mice, 

2.3. MillXhondrinl Fissioll Proll'ills Are Adirnled by Aging ill 3xTg-AD Mire 

As m itochondria l membrane d epolari zation disru pts the mitochondrial fu s ion/ fission balance, 

we measured the tolal conlen ts of the active form of the mitochondrial fission factor dy namin-related 

protein 1 (p-Drpl) and the fus ion protein MfnI. A slight increaS(' in p-Drp 1 occtlft'('{j, only in the aged 
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synaptosomes comparcd with the young synaptosomcs from the a>rcbral cortex and hippocampus, 
and this effeet was s tatistieally significant in ¡he aged 3xTg-AD mice in both regions (80% and 70%, 
respectively) (Figure 3A-C). To further analyze changes in milochond rial dynamics, we eKamined 
whether mitofusin (Mfn!) hum synaptosomes was affcctcd by aging. Wcstcrn blot cxpcrimcnts 
revealed high basallewls of this protein, but no significant ehanges were detected at any age in WT 
and 3xTg-AD mire (Figure 3D-F). 

A 

Ukl)o 1----1,..0.91 r ... .G1G) 

l1kl)o 1- - - - IDopl 
1 1-

----y;;;;¡- -----

o 
.. no. 1 _ _ _ 1 MinI 

I I_ou 

1 
---;;;;;- -----

B Hlppoumpus 

Ino' l !i ,..Drpl( .... GUI 
8HO. _ _ _ Drp' 

1 I po~_ 

WT ... T .... " WT ." .... " 

---;;;;;- -----
E Hippoclmpus 
5uo. I ____ 1 MinI 

I 1-· .. 

I 

e C ... ~lIum 

nlo· l .. _ F I p·Drpl (So.Gl &) 

11ko. l . _ __ 1 Drpl 

I 1--

WT •• T .... ., W'f .. T._ 

---;;;;;- -----
F 

Ukllo ME - .... - I M"'I 

I 1"""' .... 

I 
WT • • _'.-AOWT .T._ 
---;;;;;- -----

Figure 3. Changa; in mitochondrial fis6ion and fusion protcins. Reprcsentativc \\'estem blot and 
densitometric anal ysis of Drp 1 and p-Drp 1 in cortical (Al, hippocampal (Hj, and cerebellar symptOS()mes 
(C). Th<: contenlS of Mfnl in cortical (D), hippocampal (E), and cen:beltar (F) samplt:s are shown. 
B.us represent !he dcnsitomctric ;malysis of protcins normalizc.d lo Drpl or Ponccau cxprcssionand 
represent the mean ± SEM of3---4 independent e:o;periments. Student's t test' 11 < 0.05. 

2.4. A(J alld Tau ACCUIIIUlnlioll itr Syllllplic Miloclwlldrill 

B.1sed on the information that milochondria may accumulate aggregated proteins, we decided to 
analyz.e morphological changes in synaptic milochondria withage and Ihe accumulalion of AP and tau 
in 3xTg-AD micc in the most affcctcd region in carly stages o{ AD. In Figure 4, rcprescntative cledron 
microscopy imag(>S of synaptosomes obtained from the hippocampus of old WT and 3xTg-AD mia> 
are depicted and quantified (Figure 4E). As shown, synaplosomcs from 3xTg-AD mice exhibited largcr 
synaptic diametersand larger mitochondria than those from INT mire (Figure 4A-D). These changes 
can bec1early obscrvcd in Ihe corresponding graphs (Figure 4F,G). 

To further analyze whether synaptosomes from 3KTg-AD mke accumulate Ap and tau in old age, 
wc performed immlloogold labeling experiments. We found a significant accumulation of immunogold 
particles bound lo A!3 mainlylocalized inside synaptic mitochondria . No A!3 particles wereobserved in 
synaptosomes {rom WT micc (Figure 5, compare A with Band insct in C). Intcrcstingly, few immunogold 
particles directcd against tau protcin wereobseT\'ed in wr animals (arrow), bul prominent accumulation 
was evident in synaptosomE'S fmm old 3xTg-AD animals (Figure S, compare O with E and inset in F). 
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E F G Mitochondria 

1I 
n .•. ! ! ¡¡ 1 I .. 

" 1I • I • 
Figure 4. Ultraslrudural changC5 in middle·aged ruppocampa I5yn.lp t05OIllC5. Repn:scnlative e1cctron 

microscopy imagcs of syrt."lpto.somes (' ) from WT (A) and 3xT-AO mire (8 ). C hangcs in synaptic 

ami mitochol1dria s i1Á! in WT (q and 3xTg-AO mice (O) are depict<.-d. Mi tochondria are ma, ked 
wi th arrowhl'ads. Bars re pf('S(' nt the JTl('an ± SEM of 3-4 synap t050mal random Sl'Ctions from earn 

experimental cunditiol1 from 3 independe n t l'xperimcnts. Synilptosomes number (E), sY I1i1ptosome 

dialOCll'r (F), and mitochondrial dialOCtl' r (G). Scak bar '" 200 nm. Sludl'nt's t t('Sl, .... 1' < 0.01; ns. "no 

s tatisticalJ y s iglÚflCant d ifferenre. 

~ l.TIiI,AD 
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Fig ure 5. Increao;ed acrumulation of A¡3 aOO !au in Syn.1ptOSOIllC5 from middle-aged WT and 3xTg-AD 

mice. Rcprcscntalive immunogold eleclron microsropy imagcs of A¡3 1-42 and tau labelcd w ilh a 
gold-conjuga ted antibody (12 nm size) demonstrating A¡3 and tau accum ula tion (black arrows). 

H ippocampal synap t05OmL'S from INT (A,D) and old female 3xTg-AD mice (O,E). (C,F) are 

magnifications of O, E. Ql.lantification of immunogold particl('S i.s dep ictcd (G ,H). Studl'nt's t test, 

"'/'<0.001. 
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3. Discussion 

Altered mitochondrial function is thought to be al' important factor associated with synaptic 
vulnerability during aging. However, it is not cntircly understood whether a decline in the number 
and qua lit y of mitochondria or if the accumulation of toxic molecules inside mitochondria are Ihe main 
fa cturs responsible fur this dcc3y. 

Here, we rcported that age is the main factor associated wi!h the decline in synaptic mitochondrial 
function and lhat the accumulation of toxic compounds, such as tau and Af3, !hat occur in !he 3xTg-AD 
model may exacerbate !hisdecline. It was noteworthy !hat !he observed decay in synaptic mitochondrial 
funcHon in wild-type mice 5eems to be prominent al the middle age correlating wi!h the impaimlent 
of long-term potentiation (LTP) 181 and memory decline 132] without significant loss of pres}'Ilaptic 
markers (71. 

Another important fi nding was the observation that synaptosomes from the cerebelhun are 
particularly vulnerable lo the aging process, because no additional decay in milochondrial function 
was obscrved in the transgcnic animals, in accordance with the finding thal few neurofíbri llary tangles 
and amyloid plaques are present in this region, cven in late AD (33,34J. ThllS, we providccvidence 
sllpporling the notion thal in cerebeHar synaptic mitochond ria, respiralory cap3cily and roupling 
control dedine significantly with increasing age independenl of the presence of AD-3ltered proteins. 
Similarly, several studies have shown that the cerebellum is highly susceptible to aging and is one of 
cerebral rcgions in which neuronalloss and significantly reduced synapse dcnsity have bc-<>n rcported 
in aged rals and humans (35,361. The sllsceptibility of the cerebellum to age-related pathology has 
bcen demonstrated in a group of AD patients with the rare PS1-E280A mutation, which re5l1lts in 
spcdfic Purkinje ceHloss and mitochondrial damage prior lo Af3 accumulation 13-t1, indicaling that 
mitochondrial dysfunction is a central participan! in the susct'ptibility of the cerebeHum lo aging 
and AD. 

Additionally, we found Ihat under bas..ll conditions, mitochondrial respiralory capacity was similar 
in synaptosomcs purified from young WT and transgenic animals (3 months old). In aH cases, !he oxygen 
consumption rate of intrasynaptosomal mitochondria was consistently redllced in the ptl'sence of 
oligomycin, and it was activated by !he mitochondrial uncoupler of oxidative phosphorylation, FCCp, 
in !he three brain regions. Thesc results indicate that, in general, intrasynaptic mitochondrial function 
was normal and that the milochondria we!\! weH coupled. However, insynaptosomes from old 'NT mice, 
asignificant decline in the mitochondrial respiratorycapacity and coupling control decliJ)(' wasobserved, 
suggesting that altere:! synaplic bioenergetics is mainly associated with brain aging and that a reduction 
in oxygen consumption was probably assoc: iated with a reduced number of healthy milochond ria 
prcscnt in the aged synapse. In this sense, it has becn proposed that during aging, a reduction in 
synaptic mitochondria may be the result of d isrupted anterograde axonal transport, a condition that 1s 
exacerhated in AD due to microtubule deslabilization (37.38]. Thus, mitochondrial functionality al Ihe 
synapse dcpends nol only on !he presence ofhealthy mitochondria bu t .1150 on the transport Tate of 
Ihese organdlcs from the neuronal body. 

Abnormal mitochondrial dynamics is an early event linked toneur<XIegeneration. In particular, 
Drp1, a key f1ssion protein, hasbeen associated with AD progression 119,39-11]. We found thal syn.lptic 
aging was accompanied by the increascd expression of the activated form, p-Drpl, wi!hout significanl 
changes in the total content of Drpl. This overexpression was exaccrbated in synaptosomes from 
animals !hal accumulate Ap and tau . We do nol know which mechanism is involved in Drpl activation 

by phosphorylation during aging, although one of the kinases involved in the Ser616 phosphorylation 
of thisprotein is the calcium-calmodulin-dependent kinase II (CaMKII) [42,43]. Cons idering !hat aging 
is associated with diwrse dcfects in ea2+ homeostasis (revised in [44 j), il is plausible !hat Ca2+ overload 
at synapsis could accounl for the act¡vation of CaM KIl and consequently the phosphorylation of Drp 1. 
This is an intcresting possibility to be analyzed in the future. In addition, several studies llave reporled 
Ihat the interaction bctwccn Drpl and Af3 and p-tau cnhances GrPase-Drpl cnzyrnatic activity [22,.45J. 
The consequenceof Drpl activation is mitochondrial fragmentation, which also involves the kinasc 
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Pinkl. Intcrcstingly, the inhibition of Drp- I amelioratcs mitochondriaI fragmcnta tion and improves 
cognitive performance in the APPfPSl transgenic model of AD [19]. Ourresultsshowed morphological 
changes consislenl lo milochondrial swell ins Ihal do nol exd ude previous milochondrial fragmentalion . 
The mitochondrial changes obscrvcd in synaptosomes from Ihe were si milar to Ihal observcd in 
synaplosomes from Ihe ra l hippocampus exposed lo AI3 and after intemal Caz+ mobilizalion [29J. 

The progressi\'e dysfunclion of mitochondria may also impact the synaptic accumulation of loxic 
proteins, because milochondria possess the ab il ily tosequester and degrade damased protein5 [46.47]. 
Thus, the decline in mitochond rial nmction in aging and in AD could contribule lo diminished 
ce\lular proteostasís that exacerbates the accumulalion of prolcin aggregales, as we have observed in 
mitochondria isolated from 3xTg-A D mice. 

Data from Ihe presenl sludy demonstrale Ihe prominent role of asins in synaptk mitochondria 
vulnerability in differcnt brain regions and the role of Ihe associated pathological condilion Ihal 
exacerbales this d~mage in old individuals and Ihal may further promote synaptic dysfunction. 
These data suggest that bioenergetic resloralion maneuvers could be a useful therapeulic 1001 lo 
preserve syna plic funcl ion during asins and a l early Ihe steps in AD. 

4. Material and Melhods 

4.1. Animal Model 

The female 3xTg-A D miee [--18] and B6129SF2/J wild-Iype (http:/r,axmiee.jax .or[l/slrain/lOHHS.html) 
mice uscd in Ihis study were 2-3 months old (3-monlh-old group; young) or 9-11 monlhs 

old (IO-monlh-old group; middle-agcd) at which point Ihe mice exhibitcd cognit ive decline and 
expressed significanl levels in AD markers, as repor ted by Belfiore and el al. [49J. Animals were 
hand led w ith all precaulions necessary lO avoid suffering in agreemen l w ilh Ihe ARRIVE 
guidclines and Regulalions for Rescarch in Heallh Mallers (México). The prolocol was approved 
by the local Animal Care Committee (prolocol number 179, approved on 11 Novembcr 1917). 
Mice were houseO under a 12/12 h light/dark cycle wilh waler and food ad libitum. To veri fy 
the homozygosily o f the lransgen ic female miee, genolypificalion was carried out lor each 
animal using Ihe following primers: API'-lau, StauRev (S'-TCCAAAGTICACCTGATAGT-3'); 
APP intemal (S' -CCITCCACCAGITCfCGATCC-3'); Thy l2.4 (5' -CACCTAlTCAGfCATGTCCT-3'). 
To amplify PSI, PSI-K13 (S'-CACACGCACACTCTGACATGCACAGGC-3') and PSI-KIS 
(S'-AGGCAGGAAGATCACGTGTICCAAGTAC-3 ') were used. 

4.2. Syllllptos.JlIIlIJ Pnyllmtioll 

Al the appropriale age, the mice were sacrificed by decapitation, and Ihe frontnl corlex, 
hippocampus, and cercbellum were dissectcd. Syn.1ptosomcs were purified following the proc<.'durc 
described by Loscher e l a l. [SOJ, with slighl modificalions [51 ]. In brief, Ihe brain regions {rom 
both hem ispheres were dissecled on ice, homogenized in a solunon conl'ainins 0.32 M sucrose, 
and cenlrifused al -1500 rpm fo r 10 min (4 oC). The supemalanl was carefully placcd on 1 mLof 1.2 M 
~ucruse and then (:cntrifuged at 50,000 rpm (4 ~C) fur 20 mino The gradient interphasc was carcfull y 
collected and dil uted wilh 0.32 M sucrose lo a final volu me of 2 mL. The d iluted suspension was 
then layercd onlo 1 m L of 0.8 M sucrose and cenlrifuged for 20 min at 50,000 rpm. This procedure 
yielded a synaptosomal pelle l that was rcsuspended in 1 mL of Locke's solution conlaining (in mM ) 
154 NaO, 5.6 KCl, 2.3 CaClz, 1 MgC12, 3.6 NaHC0 3, 5 glucose, and 5 HEPES, pH 7.2. Aliquotsof 100 ~IL 
of synaplosomes were incubaled for90 min al 37 oC in low K+ (5 mM) solution. Using Ihis melhod, 

synaplosomes isolaled from Ihe eerebellum corresponded lo Ihe fraclion ca lled "small synaptosomes" 
!hat come mainly from granule cell synaptic contncts [S2,53I. 

4.3. EooJullt ion o[ MitrxhoordrillJ Ralo.r AClivity in Synaptos.JlIles 

The method employed in the prcscnt study was previously describcd lo evaluate metabolic 
ac ti vity in cultured eells Ihrough the MTI colorimelric assay that converls Ihe tetrazolium 
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salt 3-(4,5-dimeth}'lthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrnzolium bromide (MTI) to formazan crysta ls by 
oxidoreductase mltochondrial enzymes (5-1] and was mooified from our previously described 
method (29]. The MTT oompound w.lsdiS8olved in phosphate-buffered saline (PBS) to a concentration 
of 5 mgfmL, and la j.!L was added to lOO j.!L of synaptosomes (90 ¡.¡g of protein) after 30 min and 
incubated for an additional 90 min Then, synaptosomes werecentrifu ged, and thepellet was solubilized 
with 2-isopropa nol acid (lOO fI L). The resulting colore<! solution was quantified al 570 nm us ing a 
spt'Ctrophotometer(Pharmacia Biolt'Ch, Gaithersburg, MD, USA). The results areexpressed as re lative 
units of MTI rcduction. Valucs are mean ± SEM of 3-4 measuremcnts made in duplicate. 

4.4. Syllllp/OSlJ/II1I1 Mi/odlOlldria BiCit'lIergr/ics 

The oxygt'll consumption Tate (OCR) of synaptic mitochondria was measurcd using a Strathkclvin 
782 oximeter (WarnerjStrathkelvin Inslruments, Holliston, MA, USA) with a Clark-Iype í'lectrode 
immersedina 1 mLchamberwitha PolySdencebath(ModeI900J, Niles, 11, USA).lnbrief,synaptosomes 
were fCSuspcnded 1Il 700 j.!L of respiration buffer (100 mM trehalose, 10 mM KH2P04' 10 mM HEPES, 
I mM EGTA, 1.3 mM MgC12' 12 mM Na2S04, 54 mM NaCl, I m g/mL bovine serum albumin 
(BSA), p H 7.2). Se\'enty-five microli ters (approximalely 70 flg of prolein) of synaplosomal solut ion 
from each brain region was di lu ted wilh 75 ~IL of lhe respiration buffer. Oxygen consumption 
was measured in duplicate o"er 20 min under thrce differcnt conditions: basal consumption in 
the presence of 10 mM glucose, 6 llM oligomycin, an ATP synthase inhibitor, or 1 I-l-M carbonyl 
cyan ide-4-(t rifluoromelhoxy)pheny lhyd razolle (FCCP), a protonophore. The O2 consumpliOll in 
nmoi/min/mg protein was calcu laled hum lhe s lope. 

4.5. Milochondrinl MPmbmlle Poten/inl 

Mitochondrial membranc potcntial was e"aluatcd acoording to changes in Safranin O fluoresccnce 
at a wavelcngth of 495/586 nm (em.-ex). All experiments I-\lere performed in 96-well plate;. In each well, 
75 fl l of respiration buffer (lOO mM trehalose, 10 mM KH 2P04, 10 mM HEPES, 1 mM EGTA, 1.3 mM 
MgC12, 1.2 mM NalSO .. , 1 mM NaCi/B5A 1 mg/mL) plus 1 j.!l\1 5.1franin O were added and incubated 
for 10 min at 37 oc. Subscquently, 751-l-L of synaptosoma l solution (70 I-l-S total protcin forcerebral 
cortex and cerebellum and 65 I-l-g for hippocampus) was added and incubated for 15 min at 37 oc. 
At Ihe end of this illcubalioll, 1 flM FCCP was added for an additional40 mino The milochond rial 
membrane polential was obtained by subtracting the fluorescence afler decreas ing Ihe poten tial of the 
basal fluorcscence. 

4.6. Electroplrorrsis alld IIIIIIIJ/lrobiQ/ 

The total amount of synaptosomal protein was measured with a BioRad OC™ protein assay kit 
(Richmond, CA, USA). Twenty micrograms of protein were loaded in a 10% sodium dodecyl sulfale 
(SOS) polyacrylamide gel and substxJuently transferred to polyvinyl idene fluoride (PVDF) membranes. 
After 2 h of incubation in PBSfBSA the b lots were incubated with the fission protein antibody Drpl 
(1: 1000, Abcam, Cambridge, MA, USA), the activated form pS616-DrpI (1:500, Cell 5ignaling, Danvers, 
MA, USA) or Ihe fllSion prolein antibody Mfnl (1:1000, Abcam, Cambridge, MA, USA). TIle antibodies 
were left ovemighl al 4 oC, and Ihen, Ihe blots weTe washed thrce times wilh PBS-Tween 20 0.1% 
(10 min cach). Then, the blots weTe incubated with horscradish peroxidasc-conjugated secondary 
antibodiesusing an antirabbi t IgC (1:12,000, Santa Cruz Biolechnology, Dallas, TX, USA)or anti-mouse 
IgC (1 :15,OOO,5antaCruz Biolechnology, Dalias, TX, USA) for2 h at room temperature. The membranes 
were processed using lhe chem iluminescence ECL subslrale (MiIli pore, Madison, WI, USA) and 
revealed with a Kodak X-Dmal. Thc values obtained for each band werc divided by the value; obtained 
for Drpl or ponceau staining. result ing in a ratio. Westem blots bands were densitometrically analyzed 
by ImageJ softwa~. 
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4.7. Electron Microscopy Al1alysis 

Five hundred micrograms of synaptosoma l protein from the hippocampus was centrifuged and 

the pellet was fixcd in 3% glutaraldehyde, pH 7.4 for.3O mino At the end of this period, the pellct was 
rinsed in PBS and postfixed in 1% osmium tetroxide. Sections were embedded in epoxy resin and 
cu t with a diamond knife (U ltracut Reicher l Jung, Buffalo, NY, USA). For A¡3 o r lau immunogold 

labeling, the gri d containing synaptosomes was careful1y washed wit h disti lled water and b locked 
with PBSfBSA 5%,Ihorse scrum 0.3% for 30 min at room h'mpcraturc. The grids werc incubated wilh 
1 drop o f a nl i-A¡3 1-42 (1:50, Mill ipore, Madison, WI, USA) Of anti-tau (Tau-46 1:50, Cell Signaling, 
Danvers, MA, USA) overnight a t 4 oc. Then, ¡he g rids were washed 3 times with PBS a nd incubated 

with the secondary anti-mouse IgG-gold (1:30, particle size 12 nm, Abcam, Cambridge, MA, USA) 
for 1 h at room tempemture. Al the end of Ihis period , Ihe grids were w ashed with distillcd wa ler, 
stained with uranyl aceble, and observed under a transmission eleclron microscope OEOL 1200 EX-II, 
Peabody, MA, USA). FOf each age group, 2-3 different animals were analyzed, ilnd 3 micrographs 

(8CXX)x and 25,OCXlx) showing 3-4 synaptosomal scctions from each individual fmm each experimental 
condi lion were randomly (hosen. 

4.8. Slat istical Allalysis 

The results are expressed as Ihe mean ± SEM. Comparisons between groups were performed 

using unpaired Student's t lest Of ANOVA followed by Tukey's test, as indicated in each figure legend. 

p < 0.05, 11 < 0.01, or p < 0.001 was considered significant. GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA) 
was uscd fur graphics and statis tical analysis. 
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Abslrad: Mitoc hondrial activity is essential lo supporl 
neural functions, and changes in Ihe integrity and 
activity of Ihe mitochondria can contribute to synaptic 
damage and neuronal death, especially in degeneralive 
diseases associaled with age, such as Alzheimer's and 
Parkinson's disease, Currently, difIerent approaches are 
used to treal these conditions, and one stralegy under 
research is milochondrial transplanlation. For years, 
mitochondria have been shown to be IransfeITed 
hetween cells of different lissues. This process has 
allowed severa! allempts 10 develop transplanlation 
schemes by isolaling funclional mitochondria and 
inlroducing Ihem into damaged lissue in particular lo 
counleracl the harrnful effects of myocardial ischemia . 
Recenlly, milochondrial lransfer hetween brain cells has 
also been reported, and thus, mitochondrial trans­
planlation for disorders of Ihe nervous system has begun 
to be invesligated. In this review, we focus on Ihe rele­
vance of milochondria in the nervous system, as well 
as sorne mitochondrial alterations Ihat occur in neuro­
degeneralive diseases associated wilh age. In addi tion, 
we describe sludies Ihat have performed milochondrial 
transplanlation in various tissues, a nd we emphasize the 
advances in mitochondrial transplantation aimed at 
treating diseases of the nervous system, 

Keywords: bioenergetic restoration; mitochondrial trans­
planl; neurodegeneralive diseases; neuronal survival. 
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I ntrod uction 

Milochondria occupy Up 10 200/0oft he cytoplasmic volume 
and are highly dynamic organelles rhal constantly change 

Iheir shape and localion in Ihe eell Ihrough fi ssion, fusio n, 

and transpon events (Sehwarz 2013: Suen et al. 20(8), In 

addition lo Iheir well-known role in energy production. 

mitochondria also enhanee or deerease diverse eellular 

processes involved in survival and apoplosis, caJcium 

handling, cellular signaling (Chandel 2014; Giorgi el al. 

2012; Picard and McEwen 2014: Seon and Youle 2010), and 

degradalion of misfolding proteins (Ruan el al. 2017). 
Along with the maintenanee of basic eellular mecha­

nisms, mitochondria are fundamental in neurons, whieh 
have high rates of energy consumption used for neuro­
t ransmission and plastidty events that su pport higher brain 
functions (Erecinska el al. 2004; Rangaraju et al. ZOI4; 
Silver and Ereciñska 1998). During neurotransmission, 
presynaptic mitochondria provide adenosine triphasphate 
(ATP) for the synthesis and slorage of neurotransmitters 
(Sarter and Parikh 2(05), synaplic vesic1e recyc1ing(Murthy 
and Camilli 2003; Verslreken et al. 2005), maintenance of 
lonle gradlents, and preservatlon of IntraceHular ca2

, ho­
meostasis (Gureev et al. 2020; Levy et al. 2003; Rizzuto 
2001; Zorov et al. 2014). In fael, it \'laS proposed thal 
ehanges in mitochondrial funclionali ty were strongly 
linked 10 human brain growth, allowing eognitive evolu­
tion. This perspective has received attention by the finding 
of andent mutations in mitochondria l genes Ihat increased 
the energy produetion available for brain growth and the 
establishment of Ihe highly specialized brain functions 
(Grossman el al. 2004; Khamsi 2004; Pontzer el al. 2016) . 

Neurons have a complex morphology with long neu­
rites thal require Ihe dist ribution and transpor! of mito­
chondria throughout their arhors, Areas of high ATP 
demand, such as Ihe axonal growth cone and pre',lmaptie 
terrninals, conlain more mitochondria Ihan olher regions in 
the neuron (Nguyen et al. 1997; Perkins et al. 2010; Smith 
and Gallo 2(18). Although mitochondrial biogenesis can 
oceur in Ihe axons, it is thoughl that masl of the milo­
chondria are generated in the soma, whieh requires specifie 
and active mechanisms lo dist ribtlle them lo distal areas. 
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According to Sun et al. (2013), 300/0 of axonal mitochondria 
are motile, allowing their transJX>rt to synapses. Thus, 
regulated transport, fusion-fission, and anchoring of 
mitochondria 10 Ihe synapsis are critical 10 maintain mito· 
chondria! quantity and quaJity in neurons (Chen and Chan 
2009; Un and Sheng 2015; Mandal and Drerup 2019; Zheng 
et al. 2019). These events are mainly mediatOO by kinesins 
for anterograde movement, dynein for retrograde move· 
ment, and various coupling proteins. Among these pro· 
teins, the Rho GTPase, Miro/Milton , and syntaphilin 
(Saxton and Hollenbeck 2012) setve as anchored proleins 
Ihat recruit mitochondria to active synapses (Kang et al. 
2008). Thus, dysfunction of mitochondrial quality control 
has been identifiOO a focal point of several neurological 
diseases (Burté et al. 2015; Chen et al. 2007; Golpich et al. 
2017; Rangaraju et al., 2019b: Youle and van der Bliek 2OU). 

These evidences point lo Ihe fine balance Ihat controls 
mitochondria! dynamics in neurons and the complex role 
of mitochondrial function in the brain. In this review, we 
summarize diverse studies showing Ihe impact of healthy 
mitochondrial populations to sustain brain aetivily and 
neuronal survival. Then, we emphasize the recent ad· 
vanees in milochondrial transplantation stralegies aimed 
at Ireating diseases ofthe nervous system in in vivo and in 
vitro models of neuronal injury. 

Mitochondria, neuronal plasticity, 
and cognition 

Several studies have documented the role of mitochondria 
in Ihe establishment of long·term potentiation (LTP), 
which is Ihought 10 be one of the cellular mechanisms 
underlying leaming and memory. In general, LTP involves 
the strengl hening of preexisling dendrilie spines and 
¡he formarion of new neuronal eontacts: mitoehondrial 
d istribulion in synapst'S lonlributl's lo bulh procl'SSl'li 

(Todorova and Blokland 2016). LTP induction causes a 
rapid burst of milochondrial tlssion in dendrites inducOO 
by Ca2·/calmodulin·dependent prolein kinase JI and Drpl 
phosphorylation, suggesting Ihat increased mitoehondrial 
fission regu lates plasticity events (Divakaruni el al. 2(18). 
furthermore, the number of dendri tic spines containing 
mitochondria increases when the spines are growing or 
when neurons undergo repeatOO depolarization with 
Kd (Li et al 2004). Recently, it was shown that synaptic 
plasticity depends on local protein translation Ibat is 
powered by dendritic mitochondria serving as spalially 
confined energy reserves (Rangaraju et al. 2019a). Si mio 
larly, a relationship between mitochondrial dysfunction 

and impairmentin spatial memory and cognitivedeficits in 
miee has been associated with Ihe presence of more than 
one mtONA type known as heteroplasmy, which produces 
deficiencies in milochondrial complex IV activity (Sharpley 
et al. 2012; Tanaka el al. 2(08). 

A relationship among mitochondrial morphology, 
cognilive function, and aging has also been demonstratOO, 
sinee synaptosomes from aged monkeys have numerous 
donut·shaped mitochondria, which is indicative of mito· 
chondrial stress (Ahmad el al. 2OB: Hara el al. 2014). This 
altered mitochondrial morphology correlatOO with rOOueed 
working memory, synapse 1055, and a decreased number of 
synaplic vesicles, suggesting that the morphological 
changes impact mitochondrial functionali ty and influeoce 
the decline of cognitive performance during aging (Hara et al. 
2(14). Milochondrial quality control is also involved in 
cognilive performance. Parkin kinase I (PINKI), which reg. 

ulates mitophagy, has positive effecls on learning and 
metn:)ry, and its ge~tic ablalion loo to dysfunction in the 
exerution of cognitive tasks (Du et al. 2017). Supporting Ibis 

conclusion. mitophagystimuJalion wasshown to reverse the 
metn:)ry impainnent observed in models of Alzheimer's 
disease (Fang el al. 2019). The dala mentio~dare sorne ex· 
amples of the growing evidence for Ihe relevanee of mito· 
chondrial function through its role in energy production, 
sustaining neurotransmission, ea'" buffering, and signaling 
pathway activation, which are essenlial for synaptic plas· 
tieity and brain cognilion. Thus, disturbed mitochondrial 
function during aging and in several neurodegeneralive 
diseases may be associaled with cognitive decline and 
metn:)ry 1055, as shown in the following evidence. 

Mitochondrial dysfunction in 
neurodegenerative diseases 
associated with aging 

Several works have indicatOO tha! mitochondrial pathol· 
ogy is a central aspect of neurodegenerative diseases, 
including Parkinson 's disease (PO) (Poewe et al. 2017) and 
Alzheimer's disease (AD) (Querfurth and l.aFerla 2010). 
Poslmortem sludies have found a significant decrease in 
mitochondrial complex I and complex 11 activity in PO 
palients (Griinewald et a l. 2(16), along with other sludies 
in animal models using mitochondrial loxins such as 
l·methyl·4·phenyl·I,2,3,6·tetrahydropyridine (MPTP) 10 
reproduce many aspects of Ihis disease Oagmag et al. 
2(16). The a·synuclein protein, which generales oxidalive 
stress Ihrough excessive accumu lation in Ihe mifochon· 
dria, alters mitochondrial dynamics and mitochondrial 
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damage associated with this disease (Devi el al. 2008; 
Nakamu ra el al. 2011, 2008). The Parkin!PINKI pathway 
is essential in milochondrial dynamics and milophagy 
(ScarITeel al. 2014), and interestingly, Parkin mulationsare 
Ihe mosl frequent eause of autosomaI-reeessive PO (Kilada 
et al. 1998; Park el al. 2018). The developmenl of animal 
mooels of Parkin deficiency has furlher shown Ihat defi­
cient mitochondrial quality control eontribu tes 10 neuronal 
dysfunetion and neurooegeneration (pickrell et al. 2(15). 

Also. in Ihe brain of AD patients. mitochondria num­
ber, mitochondrial erests. and the levels of mitochondrial 
proleins Ihat give rise 10 mitochondrial fusion were 
deereased, while Ihe proleins regulaling milochondrial 
fission were increased (Hirai el al. 2001; Manezak el al. 
2011; Wang et al. 2009). In neuronal cells overexpressing 
APP mutants relaled 10 familial AD, Ihere was an ine rease 
in the mitochondrial protein Fisl and mitoehondrial fmg­
mentation. in addition lo a delay in the fusion proeess and 
a ehange in Ihe miloehondrial distrihution loward Ihe 
perinuclear zone (Wang el al. 2(08). Furlhermore, allered 
hrain energetics induced milochondrial fission arresl in AD 
palienlS and in animal mooels of familial AD (Zhang el al. 
2016). Bioenergetic dysfunetion was also obselVed in iso­
laled milochondria from 3xTg·AO miel' (Yao el al. 20(9). as 
well as inereased mitoehondrial permeability; a decline in 
respimtory funetion and oxidative slress in Ihe lransgenie 
mAPP miee (Du el al. 2010), s imilar to Ihose found in the 
transgenic ral mooel Ihat overexpressed mulaled human 
APP (Adami el al. 2017). An imbalanee in mitochondrial 
dynamics and Ihe mitoehondrial membrane potential was 
prominentin Ihe 5xFAD Iransgenie miel' (Wangel al. 2016). 

Milochondrial involvemenl in AD palhology is also sup­
porled by Ihe finding Ihallhe inhibilion ofDrp·l prevenled 
exeessive miloehondrial fragmentation. decreased the loss 
of miloehondrial membrane potenlial, reduced AI3 peptide 
deposition, and improved eognitive behavior in an AD 
mooel (Baek et al. 2017). Mitoehondria can import many 
prult'im; tuttlt' lylusol, and SUIllt' ur ttlt'1Il an' dt'avt'd by lht' 

malrix prolein peptidase PreP (Alikhani et al. 2009; 
Falkevall el. al. 20(6). The AI3 peptide can be transporled 10 
miloehondria, and ils aceumulation deereases Ihe aelivity 
of PreP, leadi ng 10 a failure in Ihe prolein degmdation 
maehinery and an imbalance in Ihe mitochondrial prote­
ome (Alikhani el al. 2011; Mossmann el al. 2014). Patho­
logical forms of the lau prolein have also been impliealed 
in milochoodrial loxicily in animal models of AD; in facl, 
when Drp-) expression was reduced, milochondrial fun e­
lion improved in Ihese transgenie miee canying a mulated 
form oftau (Kandimalla el al. 2016). 

Sorne of this evidenee indicates the prominent involve­
ment of milochondria in age-relaled neuropalhologies and 

suggeslS Ihe Iherapeutic polential of resloration of milO­
chondria! functionality through milochondrial trans­
plantation 10 prevenl Ihe development or lo slow !he 
progression of these disabling disorders. This therapeutie 
stralegy has been considered because the milomond ria! 
exehange between eells seems lO occur frequently in 
diITerenllissues and for differenl purposes. Recently, milo­
chondrial lransplantation has received mueh atlention far 
ilS polenlial role in improving neuronal function and due lo 

severa! eITorts lo replace damaged milochondria wilh 
healthy milochondria through diverse tmnsplantation 
paradigms. 

Mitochondrial transfer 
mechanisms 

In general . the naturally oeeurring milochondrial transfer 
involves Ihe incorporalion of functional milochondria inlo 
Ihe milochondrial network from one donor eelllO a recip­
ienl cell 10 improve cellular bioenergetics or as a mecha­
nism ror milochondrial disposal. Evidence has shown Ihal 
milochondriat transfer OCClU"S physiologically. bUI it is 
exaeerhated during injury in mammalian eells (Benidge 
el al. 2016). In an in vivo morlel of lipopolysaceharide 
(lJ>S)-indueed pulmonary injury, milochondria derived 
from bone marrow Slem cells were aetively transporled lo 

pulmonary epilhelial cells, reseuing respiration and cellular 
ATP levels (Islam el al. 2012). Furlhennore, ex vivo studies 
established lhal platelel·releasing mitoehondria can be 
laken up by panereatic l3'eells, leading 10 the proliferalion 
and enhaneement of islel l3-cell funrnon (Zhao el al. 2017). 

Early work reporled Ihal mtDNA ean also be released and 
taken up by cells 10 reslore milochondrial function. For 
example, eells lacking mlDNA (pO¡ were able 10 improve 
!heir aerobie respiraüon afler being incuhated wilh nonnal 
progenitor cel15 from the bolle malTOW (Spee5 el al 20(6) . 

In the nervous system, mitoehondriall ransfer through 
a phenomenon ealled transmilophagy was also obselVed. 
This process involves Ihe formalion of protuberances in the 
neuronal axons of lhe optie nelVe, whieh contain damaged 
miloehondria Ihat are released and eaptured by astrocyles 
for Iheir degradation (Oavis el aL 2014). Astrocylesean also 
donale funetional mitochondria lo neurons after glueose 
and oxygen deprivalion lo provide neuroprolection 
(Hayakawa el al. 2(16). 

To date, al leasl Ihree main meehanisms have been 
found for mi lochondrial exehange belween cells: Ihe for­
mation of tu nneling nanolubes (TNTs). vesicJe-mediated 
lransport, and eellular fus ion, although the lalter rarely 
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occurs naturally (Murray and Krasnodembskaya 2019; 
Torralba et al. 2016). TNTs represent dynamic connections 
(Dupont et al. 2018) and are extensions of the actin cyto· 
skelelon that form communicating channels between cells 
wilh an approximate diameter between 50 and 200 nm. 
These nanolubes are formed by the extension and retrac· 
tion of actin·based filopodia that make physical conlacl 
with adjacent cells and conneet them over long distances, 
allowing intercellular contenl exchange (Sisakhtnezhad 
and Khosravi 2015). Generally. this route for mitochondrial 
transfer is unidirectional, although there are cases in 
which il occurs in a bidirectional manner (He el al. 2011; 
Keller el al. 2017; Torralba el al. 2016). TNTs have an 
important role in mitochondrial transfer since their inhi· 
bition reduced the mitochondrial movíng between cells 
(Bukoresht1iev el al. 2009). Ruslom el al. (2004) demon· 
slraled Ihat other organelles, such as lysosomes. are also 
transferred between cells Ihrough these projeclions. CeJls 
connected byTNTs can be the same or different types; far 
example, cardiomyocyte mitochondria could be transo 
ferred to endothelial progeni tor cells (Koyanagi el al. 2(05) 

and from neurons to astrocytes (Wang el al. 2(12). In a 
model of lung damage induced by cigaretle smoke, the 
movemenl of mitochondria from mesenchymal stem cells 
(MSCs) to epithelial cells of the aiJway (ti et al. 2014) via 
TNTs improved several parameters of mitochondrial 
activity: intracellular ATP, membrane potential, and oxy· 
gen consumption. Mitochondrial transfer vía TNTs and 
their atility 10 improve cellular functionalit y have been 

described in several experimental models. including 
ischemic/reperfusion (Liu et al. 2014), renal tubular cells 
differentiation (Plotnikov et al. 2010), and cancer (Moschoi 
el aL 2016). 

Extracellular vesicles are used for cornmunication 
belween cells in short· and long·distance ranges. Based on 
their size. exocytotic vesicles are classifi ed as (1) exosomes 
(EVs), whose dimensions range from 30 to 100 nm, thal 
originate in vesicular endosomes that fuse with ¡he plasma 
membrane to be released into the extracellular space; 
and (2) microvesicles (MVs). which measure between 100 
and 1000 nm and are released through outward budding of 
the plasma membrane (Holm el al. 2018). Evidence has 
shown Ihat damaged cells may receive fun ctional mito· 
chondria from MVs (Miliotis el al. 2019; Morrison et al. 
2017). [n the central nervous s}'!llem, astrocytes can donate 
functional mitochondria to neurons after ischemic stroke, 
allowing neuronal repair and neuroprolection (Hayakawa 
el al. 2016). In contrast, c1uslers of dysfunctional milO· 
chondria in axonal protuberances are donale<! 10 astro· 
cyles for Iheir degradation (Davis el al. 2014). [n human 

fetal astrocytes, !he release of "giant" MVs of 1- 8 ~ 

in diameler containing functional mitochondria was 
observed (Falchi et al. 2(13). In addilion, a new Iype of 
giant vesic1e caHed exophers has heen found in neurons 
from Caenorhabditis elegans (Melentijevic et al. 2017), and 
recently the release of damaged mitochondria into exo· 
phers from cardiomyocytes has heen describedas part of a 
cell·c1eaning system (Nicolás·Avila et al. 2020). Exophers, 
whose diamelers range fTOm approximalely 4 11m, are 
formed around Ihe neuronal soma and contain aggregated 
proteins, Iysosomes. and damaged milochondria. sug· 
gesling Ihat exopher formabon is an active mechanism 
for !he elimination of damaged organelles (MelentijE'Vic 
el al. 20l7) (Figure 1). 

AlI mentioned evidences highlight !he milochondrial 
transfer as a common nalurally occurring phenomenon for 
the exchange of these organelles associated with ceH repair 
and proliferation. However, the precise signaling pathway 
involved in miochondriallransfer is still unknoWll. 

Mitochondrial transplantation: 
what to expect? 

For several years, sorne strategies aimed at mitochondria 
have heen implemented to reverse !he harrnful effects 
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Agure 1: Milochondriallransfer mechanisms. 
(Al Tunnellng nanotubes (TNTs) are cutenslons of the actin 
cytoskeleton that form commun¡cating channels betwetn ceUs and 
connecllhem over long distantes. allowing lnterceUular contrnt 
exchange. 
(8) Extracellular llesicles are use<! forcommunication between (ells. 
tn the nervous Syslero, astrocytes donale function al mitochondria 10 

damaged neurons Ihrough mlcrovesldes (MVs) and e~~hers. 
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of milochondrial dysfunclion. Supplemenlation wi!h sub­
strales foc Ihe electron transport chain (ETC) has been used 
as pharmacological therapy for milochondrial improve­
men!. Among these ECf sumtrates, pyruvate and beta­
hydroxyhutyrate are mosl commonly used lo restore 
neuronal milochondriat respiration and ATP levels afler 
glucose deprivation (Laird el al. 2013). Milochondrial 
complexes such as cytochrome C and coenzyme QIO have 
been direcúy lesled, showing sorne beneficial effects for 
cardiovascular and melabotic diseases (Pepe et al. 2007: 
Piel el al. 2007: Zozina el al. 2018). The administration of 
antioxidants has also been used lo improve the mito­
chondrial antioxidant syslem, particularly in Ihe brains of 
patients wilh PO Oin el al. 2014). Additionally, as afore­
menlioned, cylosolic proleins Ihat are prone 10 aggregalion 
can be imporled inlo Ihe mitochondria fo r degradation 
(Ruan el al. 2017), demonslrating Ihal the improvemenl of 
milochondrial proteostasis reduces Ihe levels and loxicity 
or lhe A~ peplide in an APPs-/PSENldE9 mouse model and 
in C. elegans (Sorrenlino el aL 2017). Thus, several groups 
have sludied !he posilive effects of improving milochon­
drial function pharmacologically or by Ihe Iransfer of 
heallhy mitochondria inlo damaged cells lo decrease 
reactive oxygen species (ROS), restore A TP production, 
mainlain ea l

• homeostasis and proteostasis, repair 
mlDNA, and eventually allow damaged milochondria lo 
undergo milophagy (Gollihue and Rabchevsky 2017; 
Shin el al. 2017). 

There is growing evidence Ihat mitochondrial trans­
planlation is a feasihle stralegy to improve cellular func­
lions in several models of human diseases, atthough 
Ihe precise mechanisms involved in such pOlential benefits 
remain elusive. Inilially, Ihe uptake of isolaled milochon­
dria inlO carcinoma cells for Ihe transference of antibiotic 
resislance was reported (Clark and Shay 1982). Then. coin· 
cubation ofcells with xenogenic mitochondria lransplanted 
from murine cells lo human cells lacking mitochondria 
rl;' sultl'l1 in I;'x!Jgl;'nllUS mitochunuria im.:urporaLiun and lb!! 

reestablishmenl of aerobic energetics (Kalrangi et al. 20(7). 
Other in vitro transplant s tralegies have used cell­
penetrating pePlides such as Pep-l (Morris el al. 20(1), 
which iscoupled 10 the mitochondria and produces pores in 
the cell memhrane to facilitale mitochondrial entry. Exog­
enous milochondria coupled lo Pep-I have been used in 
cellular models of PO lo reslore milochondrial function 
and reduce !he loss of dopaminergic neurons in Ihe sub­
slanlia nigra (Chang el al 2(16). Additionally, a recent 
sludy showed thal milochondria·GFP coupled to Pep-I can 
incorporale imo cybrid cells thal possess a mutation of the 
MELAS syndrome (milochondrial encephalopalhy with 

lactic acidosis and slroke-like episodes). resulting in re­
covery of cellular respiration (Chang el al. 2017). Olher 
slrategy for de livering milochondria lo somatic cells using 
pholodermal nanobJade Iha! resulted in an efficiem intra­
cytoplasmic delivery of isolated functional milochondria 
has also been reported (WU et al. :.aJ16). 

The efficiency of mitochondrial lransplantation has 
been demonslrated in in vitro transplants using GFP {green 
fluorescenl prolein)-labeled mitochondria that are effi­
ciently laken up by PC-12 cells (pheochromOCYloma cell 
line) (Gollihue el al. 2017). More recenlly, !he antitumoraJ 
potential of mitochondrial transplantalion, vía passive 
uptake or Pep-l-mediated delivery, has revealed promising 
resulls on breasl cancer cells (Chang el al. 2(19), a5 well as 
significanl efTects in slowing tumor growlh and increased 
animal survival in a mouse model of lung cancer melas­
lasis (Fu el al. 2(19). 

The firsl omervalions of the benefils of milochondriaJ 
lransplanlation in vivo were made in animal models of 
myocardial ischemia, where mitochondria incorporation 
demonstraled positive effects on heart function. lnitial ly. 
il was found thal in myocardial isc hem ia in rabbits, in­
jection of milochondria isolaled from the heart muscle 
from healthy animals led lo a substantial recovery in ATP 
produclion concomitant wilh a reduction in the size of 
Ihe infurcl area. Intereslingly, in Ihe same sludy. Ihe 
authors demonslraled Ihat Ihe transplants of frozen 
dysfunctional milochondria did nOI produce beneficia] 
effects in resloring cardiac oUlcomes, demonsrrating thal 
mitochondria musl be funcliona l and competen! for the 
positive effects of the transplant (McCulty et al. 2009: 
Moskowilzova el al. 2(19). Subsequenlly, autoJogous 
mitochondria transplants obtained from Ihe pectoralis 
major muscle of rabbits were injecled inlo the ischemic 
heart before reperfusion. producing an improvemenl in 
its mechanical parameters Ihal was associaled with 
Ihe presence of Ihe transplanted mitochondria in car­
dillmyUl.:yte::; 2 h after lran::;plantaliun (Ma::;u;wwa I;'t al. 

2(13). The same approach of direcl delivery of heal thy 
mitochondria marked with iron oxide partic\es in a 
myocardial ischemic/reperfusion model in pigs was re­
porled as well lhe incorporation of exogenous mitochon­
dria and the improvement of cardiac funcHon (Kaza el al. 
2(17). Mitochondrial transplantation was also tested in 
diabetic rat hearts resulting in enhanced myocardial 
postischemic funclion and decreased cellular injury 
(Doulamis et al. 2019). 

In addition to the beneficial efTects of direclly injected 
milochondria into the ischemic hearl, system ic admi nis­
lralion Ihrough Ihe vascuJalUre showed similar results. In 
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Ihis sense. mitochondria isolated from human cardiac fi· 
brobJasts were injeeted through me coronary artery in 

rabbits Subjecled lo an ischemia/reperfusion protocol. In 
Ihis model. many exogellOlls mitochondria were faund 
in lhe inlerslillal spaces and in cardiornyocytes (Cowan 
e( a l. 2016). Furthoonore, in l'im experiments have shown 
lhal intracoronary delivery of healthy milochondria 
signilkantly increased the coronary blood flow associaled 
with ATP production and activation of vascular K1R chan­

neis in swine heart (Shin et al. 2(19). 

Because the therapeutic approach oC mitochondrial 
IranSpl<l1t31ion has shown promising results in animal 

models. sorne prel iminary slurlies have been conducted in 
humans. The Iirsl clínical application of mitochondrial 
transplantation was peñormed in pediatric patients 
sufrering from heart ischemia-reperfusion injury who \AJere 
transplanled wilh autologous milochondria isolared from 
the rectus abdominis muscle. Afler that, the patients had a 
significant improvemenl in their systolic fundion, a1low­
ing the withdrawal of extracorporeal membrane oxygena­
tion supporl. by !he second day oC mitocbondrial 
transplm t (Emani el al. 2017). AI!hough Ihe results oC trus 
work are encouraging, Ihey have some limitations, such as 
lhe small number oC patients evalualed and rhe Iack of 
biochemical parameters oC bioenergetic resloration. 
Therefole, this study should be considered as a Ilrst 
experimental protocol in !he development. of !herapies !hat 
involve mitochondrial transplantation in humans. More 
retently. il has been reponed that mitochondrial transo 

plantation prolongs the time of freezing preservadon COI 
hean transplanlation, suggesting that this procedure can 
also be used as a 1001 for improving oIgan lransplantation 
oUloomes (Moskowitzova el a l. 2018). 

Methodological strategies for 
mitochondrial transplantation 

In general, mitochondrial transplantation is a s imple 
strategy Ihat consists oC three major steps: isolalion oC 
active mitochondria, delivery of the mitochondria 10 Ihe 
larget organ, and, finally, uptake of the mitochondria 
by Ihe targel cells (Ernani and McCully 2018; McCullyet al. 
2017) (Figure 2). 

The mitochondria isoladon procedure gene rally uses 
convenlional protocols combined wi!h new techniques 10 
oblain a purified and viable mitochondrial fracUon as 
quickly as possible. These improved techniques do nOI 
require differenlial cenlrifugalion, which takes higher 
exlractlon times, and usuaUy involve filtration and enzy­
matic digestion, subslanU ally reducing the isolalion time 
and ensuring a functional mitochondrial fracUon (Preble 
et al. 2014). Afler isolation, Ihe number ofmi tochondria 10 
be transplanled mus! be delermined. Recenl studies have 
shown Iha! a concentratíon of 1 x 101 mitochondria dí luled 
In 0.1 ml of resplratlon buffer is sufficient far !lean pro­
tection assays (McCu lly el a l. 2017). lnterestingly, il has 
been reponed that isolated milochondria co-incubaled 
wilh cardiomyocyles are inlemalized in a time-dependenl 

manner. Mitochondrial inlemalizalion isevidem following 
1 h oí colncubatlon (5%). and Ihis uptake rale increased by 
20% afler 4 h and 45% al 24 h of coillCubation, which 
improved basal respiralion and ATP production (Pacak 
el al. 2015). However, it is essential lo slandardize !he 
mitochondrial concentralions according 10 !he Ussue oí 
¡nteres! and Ihe form of administration, as has been pre­
viously reviewed (Roushandeh el al. 2019). 

t .. 1><IN .~",,_rio 
4~_""'~ 

•· ... ' ... 1."""> ... : 

t:1Jom 01 "'~"" ........ 
, ... -.,IM" 

• CflIolor '_._.,. .-..... ., ...... _ .... 
':o.._oI.~ 

·1Ido .... 

~ / 
t 

• .s ....... ol.~""_,.¡" 
. 0"..., _",,,, • .­
, 'I.t __ "" .... ,;"t 

I Fl¡ure 2: Mitochondrial trans.plant for the 
trnl.rMnt of nl'Urodegenl!f~tive diseases. 
MHochondrial transplant is a si.1Ip1e 
thl'f~peutlc stratert that consists of three 
maJol steps: lsolatlon of active 
mHochondria; delivelY of mitodJondria Into 
the brain or through syslemic 
adminislration; (e"¡J~1 uplake of 
uogenous mitochondria. 
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Two main methods have been developed for the 
administration of exogenous mitochondria: direct injec ­
tion into the damaged organ or systemic administration of 
a bolus of mitochondria. Direcl injeclion is an easy and 
efficienl melhod because il aJlows a focal concenlralion of 
milochondria inlo a specific group of cells. However, Ihis 
method is invasive since other organs have lo be manip­
ulaled to access the organ of inlerest, and multiple in­
jections of milochondria are often needed 10 achieve a 
global distribution within the affecled organ (McCully 
el al. 2(17). In contrasl. systemic intravenous injecHon of a 
milochondrial bolus permits a global dislribution of 
funclional milochondria, which can facililale milochon­
drial delivery lo any organ even when il is difficull 10 
access, such as Ihe brain (McCully el al. 2017: Shi el al. 
2017). Syslemically infused milochondria are nOI incor­
porated imo red blood cells because of Ihe lack of endo­
cytic capacity allowing mitochondrial circulalion and 
uplake by cells of differenl organs (Shi el al. 2(17)- Inter­
estingly. !he presence ofwhole funclional milochondria in 
blood samples from humans or experimental animals has 
been described endosed in vesic1es, inside platelets. or 
even free allowing Ihe inleraction of exlracellular mito­
chondria with other cells (Al Amir Oache et al. 2020; Mil­
iotis et al . .2019; Song el al. 2020)_ 

Mitochondrial transplantation in 
the nervous system 

As previously menlioned, most of the research on mito­
chondriallransplanlation has been performed in cellular 
and animal models and in patients wilh cardiac injury 
to reverse the damage induced by cardiac ischemia 
(Emani etal.2017: Emani andMcCully2018). However. the 
possible use of Ihis strategy for the Ireatmenl of diseases 
of Ihe central nelVous system has recently been tested in 
differenl experimental paradigms (Table 1)_ Inilially, il 
was reported Ihal in the ral optic nelVe, neurons could 
concentrale dysfunclional miloc hondria in axonal pro­
tuberances thal are caplured by adjacent astrocytes for 
Iheir degradalion (Davis et al. 2014). AddHionally. astro­
cytes were shown lo supply mitochondria lo neurons 
5ubjeeled lo glucose and oxygen deprivalion lo reverl 
the bioenergetic damage in vitro and in vivo (Hayakawa 
et al. 2(16) and re1ease damaged mitochondrial inlo in the 
neurons of C. elegans (Melenl ijevic el al. 2(17). Recenlly, it 
was reported thal fragmented mitochondria released from 
microglia trigger Ihe aSlrocytic response Ooshi el al. 2(19). 
and a mechanism by which macrophages can lransfer 

mitochondria 10 sensory neurons 10 resolve inflarnmalory 
pain was shown (Raoof el al. 2020). 

A sludy demonstrated that xenogenic mitochondria 
obtained from hamsler cel! lines injected locally through 
an intracerebral route or systemically through an intra­
arterial route reslored the molor skills of rats with brain 
ischemia associaled with the presence of new mitochon­
dria in neurons and astrocyles (Huang el al. 2(16). Another 
study has investigated the feasibili ty of allogenic milo­
chondria transplant imo the medial forebrain bundle in a 
mouse model of PO induced with 6-hydroxydopamine 
(6-0HDA)_ln Ihis case, the enhancement ofmitochondrial 
funclion in neurons of Ihe substanlia nigra was demon­
straled, and afler three months, a subslantial improvement 
in the mOlor perfonnance of the treated animals was ach­
ieved (Chang el al. 2016). Consistent with {he aforemen­
tioned study, other works have found similar resulls after 
systemalic administration of mitochondria through the tail 
vein of mice treated with Ihe neuroloxin MPTP to induce 
PD-like symploillS_ The results of this sludy showed that 
mitochondrial uansplantation improved motor activity, 
decreased ROS generation. and reslored ATP levels and 
complex 1 activity (Shi el al. 2017). Interestingly. through 
this systemic administration, transplanled mitochondria 
were also identified in several tissues other than the brain, 
including the liver, hearl, and kidneys. 

Milochondria transgenically labeled with GFP obtained 
from cellular cultures or from leg musde were injected into 
the damaged spinal cord of rats. The transplanted milo­
cbondria were found in microglial cells and in spinal cord 
motoneurons, producing a short-tenn neuroprotective 
effeet (Gollihue el al. 2018,2017)_ Other studies have shown 
thal mitochondria transplanted into injured sciatic nerves 
affected the maintenance of cytoskeletal inlegrity and 
improved nelVe-conducting properties and animal behavior 
(Kuo el al. 2017). [n an in vitro model of oxygen-glucose 
deptivation, il was reported Ihat conditioned media derived 
from erdothelial progenitor cells contains functiona l milo­
cmndria lhal are efficiently incorporated inlo brain endo­
thelial cells, which leads 10 a decrease in the permeability of 
these brain cells and promoles angiogenesis.lnterestingly, 
the protective effecl of endothelial progenitor cel1·derived 
mitochondria was assodated with an inerease in ATP. 
mtDNA, and roM40 prote¡n (Hayakawa et al. 2(18). Addi­
tionally, hQ.'S1 ce1b oí injured cen!bral micmvasculalure in 
an ischemic slroke model accepted the mitochondria that 
were transferred from the uansplanled slem cells, resulting 
in increased angiogenesis. redtx:ed infarcl volume, and 
enhanced functional recovery(Liu el al. 2019). Additional1y. 
the trnnsplantation of aUlologous milochordria isolated 
from pectoralis major muscle and infused into lateral 
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Tlbl.e 1, Oifferenl models of neu ronal damage in which mitochondrial t lllnsfer has shown polenlial benefits. 

Model 01 sludy Mitocoondria Rtapien! ,e11 Main effects Tran5f« foule V.lid."tion Rúerence 

souree m."" 
Optic nerte cells Re tlnal gan- Astrocyte Degradatlon of mito- Physiological SBEM. CM (Oavls el al. 

glion cell chondria by astroeytes 2014) 

Oxygen-rlucose Astrocyte Neuron Neuroproledion after Physiological and CM, EM, fe (Hayakawa 
depl'ivation stroke (ocullure etaL 2016) 
lI:a¡ model of Pal1dn- P(·12 (ells Neurons of lhe Improved complex I Coculture CM (Chang el al. 
son's distase medial forebfain funClloo and mitochoo- Diree! Injetlion In lhe 2016) 

bundle drial dynamics. MFB 
Decre ased neuronal 

loss 
lsehemie ral brain fibroblasts Neurons, astro- AUenllated ,nrarct a rea lntracerebra l injeellon CM,EM (HlIang et al. 

(BHK'2 1) eytes, and and neuronal eell and femoral arlery 2016) 

microglia death. Reeoyered motor 

skiUs 
SAH in rats and hu· Aslrocytes CS, Improved dinica l Physiological EM, Fe {Choll el a L 

ma n CSF reeovery """ Rat spinal eord PC·12 PC·12cellsand Incorporation ofyiable COClllwre CM, EM (Gollihueet al. 

damage mlcroglla, ma cro· mltoehondria Into 20m 
phages, and different ceH types 
~ndothtlia l cells 

Allanal degenera lion fibroblasts Scia tie nervt Improved ntrve con· Cocultllre CM (Kuo ti al. 
(6HK·H ) duetion, musele func· Perinellrium injeelion ~Oll) 

lion, an:! animal 
beha..-ior 

C. etegons Neurons Exophers Improy('d proteoslasls Physiologieal CM, EM (Melentije..-ic 

and mílGchondrial ti al. 2017) 
quality [onlrol 

Mouse moxtel of Par· HepG2 ceUs Brain, liver, kid· IncreasKl activilyof Intravenous (Iail vein) CM (Shi el a l. 
klnson's disease nev, mllscle, and ETe. de[reased ROS, """ hearl and diminished ceH 

dealh 
Ral model of spinal PC-12 cells or Mulliplt residen! Improved milochon· Direel injee lion in spinal CM (Gollihueel al. 

con! injury soleus musde cell types in spinal drial bioenergelies cord 2018) 
cord 

EPCs 'Pú Bra ln endolhelial IncreasKllevels of Physiologieal and CM, EM, fe. (Hayakawa 
cells T0M40, mitochondrial eocullure peR elal. 2018) 

DNA (oPY number, and 
intracellular ATP 

Ral modelof l-"ophoblasls Cortical neurons Improved cognilive lntra prefrontal eortex CM, PeR (Robiesek 
schizophrenia pelformance and injeellon el al. 2018) 

neuron~l 

differenliatlon 
AleJlander's disease Aslrocytes Aslrocyte'S GFAP mutations Physiological and CM, FC, PeR (Gao ti al. 

Neuron impaired mi lochondrial cocullure 2019) 
Iransfer 

Neurolnflammation Microglia Aslrocyte lnduction of Al astro· Physlological CM. EM, (foshl et al. 

cytic response peR. 2019) 
Ra l model of MSCs Cerebral micro Improy('d milochon· lnlra·arterial injetlion CM (liu et al. 
ischemic sloke yasClllature drial adiYity, enhanced 2019) 

angiogenesis, and 
redueed Infaret volume 

Glioma cells ASlrocytes Glioma ceUs (U87) Restored aeroblc respl· Coculwre 30TM, CM, (Sun et al. 

ration a~d deaeased Direellnjeeled Into the EM, FC, PeR 2019) 
Ihe Warburg tffeel lumor 
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Tibie 1: (contiroued) 

Model of sludy Milochondri;l RKipient cell Main effKI$ TrlInsffr route Vddation Refell!nce 
souree method 

Rat cerebral Muscle ceUs Neuroros Reduced o~idative lrotracerooroventricular CM, EM (lhang et al. 
ischemic injury from pectoralis stress and apoptosls, injection 2019) 

major promoted neuro· 
geroesis, and atterou· 
aled astrogliosis 

M01Jse model of In' Macrophages Serosory neurons Reduced lrúlammatory lrojected lrotrathecally CM,f( (R.lOof el al. 
f1ammatory paln pairo and improved 2020) 

oxidattw 
phosphorylatioro. 

Ollidarot·damaged MSC, Cortical neuroros Increased neuroroal Coculture CM,f( (Tseng el al. 
neuroros su ..... ival 2020) 
Mouse model of Brain Bralro Reduced cell damage Oirect Inlection iroto CM, EM, FC (lIlang et al. 
traumatlc brain and long·term depres· irojury area 2020) 
injury sion in the 

hipp(Kampus 
Aged mice liver from Brain, muscle, Increased ATP, reduced Intravenous (tail veins) CM, EM. (lilao et al. 

young mlce liver, Ic.Idney, ROS, arod Improved PC' 2020) 
heart. and tung cognltiYe and motor 
tisSIJe performan(e 

venlricles reduced oxiclalive stress and apoprosis, attenu· 
ated reactive ast rogliosis, and promoled neurogenesis afler 
stroke in a model of middle cerebral arlery occlusion in rats 
(Zhang et al. 2019). Similarly, treatment with exogenous 
mitochoooria reduced cellular apoptosis, promoted angio· 
genesis, and alleviated brain edema and blood- brain bar· 
rier (BBB) leakage in mice subjecled 10 lraumatic brain 
injury (Zhang el al. 2(20). Recently, intra·prefrontal injec· 
tion of exogenous active mitochondria in a model of alfen­
lional defidts in young rats improved cognitive performance 
and prevenled mitochondrial dysfunction (Robicsek el al. 
2018).lnanothersludy, milochondrial traosfer fromMSCs 10 
mouse cortical neurons following hydrogen peroxide 
exposure increased neuronal sUlVival and improved mela­
bolism (Tseng et al. 2020), and also, intravenously injected 
mitochordria isolated from Ihe livers of young mice into 
aged mice resulled in increased ATP, reduced ROS levels, 
and improved rognitive and motor performance in aged 
mice (Zhao el al. 2(20). 

Although il was reported Ihal the exogenous milo­
chondria can cross Ihe BBB (Wang el al. 2019: Zhao el al. 
2020), Ihe underlying mechanism is not yet clear bul mighl 
involve lhe transcytosis pathway commonly used by 
macromolecules lo cross BBB and gain access lo Ihe brain. 
Recently, the presence of free mitochondria in the cere­
brospinal Huid (CSF) in animal models and palienls wilh 
subarachnoid hemorrhage was reported. Allhough the role 
of Ihis free mitochondria is unknown, Ihe presence of CSF 
mitochondria with higher membrane palenlial is a posilive 

sign for bener clinical oUlcomes after Ihree monlhs ofbrain 
hemorrhage onset in patients (Chou et al. 2017). 

Transplanted mitochondria: how 
does it work? 

To dale, al leasllhree mechanisms underlying milochon­
drial uptake by cells have been described: actin-dependent 
endocytosis, caveolae-dependenl endocylosis, and mac­
ropinocytosis. In sorne works, Ihe endocytosis semIS 10 be 
the dominanl mechanism_ Using a model of milochondrial 
transfer from bone marrow-derived stromal cells 10 pul­
monary alveoli cells. researchers found that Ihe blockade 
of endocytosis and gap junction channels inhibils milo­
chondrial traosfer (Islam et al. 2(12). In anolher study, 
different mechanisms of internalization, such as actin 
polyrnerization, clathrin and caveolae·dependent endo­
cytosis, and macropinocytosis, were blocked, demon­
strating tha! the process for mitochondrial internalizalion 
is Ihe actin-mediated endocytosis (Pacak et al. 2015). 
However. the partic ipalion of the macropinocytosis Ihat 
requires Ihe inlegrity of Ihe mitochondrial ouler membrane 
was also found (Kesner ct al. 2016). 

It has been observed tbat the mitochondrial Rho 
GTPase Miro I and the gap-junction prolein connexin 43 can 
regulate intracellular mítochondrial movemenl from MSCs 
toepilhelial cells (Ahmad et al. 2014; Tseng et al. 2020; Yao 
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el al. 2018). In neurons, milochondria·conlaining vesicles 
release<! by astrocyles are intemalized by a mechanism 
dependent on the CD38 membrane receptor, which is an 
ecloenzyme of Ihe cyclic ADp·ribose palhway (Hayakawa 
el al. 2016). The role ofC038 in mitochondrial lransfer has 
been supporled by studies carried Oul in human glioma 
cells where endocytosis involving milochondria intemali· 
zation was mediated by NAO' ·CD38·cAOPR·cal' signaling 
(Sun el al. 2019). Studies on the rare Alexander's disease 
showed Ihal Ihe presence of mUlaled GFAP reduced Ihe 
expression of C038 and ímpaired milochondrial transfer 
between neurons and astrocytes (Gao el al. 2019). 

An importanl factor thal musl be considered for milo· 
chondria! transplantation is Ihe possible immune response 
that could be triggered by foreign milochondria. However, 
sorne evidence has indicaled that aUlologous milochondria 
isolaled from muscle tíssue do nOI actívate Ihe ¡mmune 
response after being transplanled (Masuzawa el al. 2013), 
and inltaperiloneal administralion of syngeneic and allo· 
geneic milochondria has shown !hal neither induces an 
alloreactive response (Ramirez·Barbieri el al. 2018). 

Recently, a cri tical review has considered several fac· 
IOrs Iha! do nol complelely explain Ihe proleclive efrecl of 
syslemic in vivo adminislralionofmitochondria lo atleviale 
Ihe dama ge of certain organs (Bertero el al. 2018). In 
particular, Ihe milochondrial viability afler exposure lo 
extracellular high cah concl'ntrations during the transo 
planl procedure has led 10 the discussion of how mito· 
chondrial transplantalion works in vivo(Bertero el al. 2020: 
McCuHy el al. 2020). 15 iI possible lhal the Iherapeutíc 
effecls of Ihe transplanled mitochondria involve many 
olher faclors beyond bioenergelic restoration and ATP 
production? For exarnple, exogenous milochondria could 
donale mtDNA by a mechanisrn called "mitochondrial 
lransfonnation" (Clark and Shay 1982) thal may incorpo· 
rate ioto the ceH mitochondrial network 10 repair mtDNA 
mulations (Chang et al. 2017; Tachíbana et al. 2009) or 
I,;uuld p;;irlidpall;' in I,;l;'ltu lar rl;'pair lhruugh I;'ll zyllll;'S Iha! 

preserve metabolic aClivity and promote cel! survival. In 
Ihis sense, il was found Ihal Ihe enzyme hexokinase 1 has a 
binding domain 10 interact wilh Ihe outer mitochondrial 
membrane and mighl playa role in Akt-medialed cell 
sUrv1val signals as has been extensively reviewed (Robey 
and Hay 2006). 

Conclusions 

Milochoodrial dysfunctíon is amply documented as a cen­
lral player in sorne neurodegeneratíve diseases. Milochon· 
dríal damage could contribute early in Ihe physiopathology 

ofbrain diseases, producing bioenergetic deficilS, signaling 
alteralions, cal, dysregulation and proteostasis. making 
neurons susceptible 10 additional damage leading 10 neu­
rodegeneralion. Therefore, manipulalion of milochondrial 
biology from a therapeutic perspectíve is attractive and has 
shown interesting results. 

Recently, strategies have been developed to incorpo­
rate milochondria inlo damaged tissue. and Ibis approach 
has been translated to Ihe dinic for Irealing cardiac 
ischemia. Experimentally, there are interesting results in 
animal models of brain íschemía, spinal cord injury, and 
PO. However, theefficiency ofthis Iherapeulic strategy and 
its use lo counleracl age-associated brain pathologies are 
still in early stages, and more studies are required 10 
understand Ihe incorporation and proteclive mechanisms, 
as well as Ihe risk that mitochondria transplantation could 
represen!. 
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