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IV RESUMEN

La enfermedad de Huntington (EH) pertenece a un grupo de enfermedades
neurodegenerativas, en las cuales se ha documentado la presencia de alteraciones del
metabolismo energético y la funcion mitocondrial, que tienen un papel fundamental en la
fisiopatologia de dichas enfermedades (Hernandez-Echeagaray, 2004; Reddy et al.,
2009). Para el estudio de la EH se han utilizado herramientas farmacologicas como el 3-
acido nitropropidnico (3-NP) que reproduce alteraciones similares a la EH
(Ahuja et al., 2007). Esta toxina produce una alteracién en el metabolismo energético,
permitiendo comparar el dafio producido con la fisiopatologia de la enfermedad, tanto en
el sistema nervioso como en la periferia, por ejemplo el misculo (Hernandez- Echegaray,

2010; Breuer et al., 2011).

En el presente trabajo se midié la actividad de los cuatro complejos respiratorios de
mitocondrias extraidas del musculo esquelético (gastrocnemio) de ratones tratados con

3-NP, estas mediciones se realizaron en ausencia y presencia de SOD y Catalasa.

Se observé un decremento en la actividad del complejo || como se esperaba, pues el
3-NP produce un bloqueo total e irreversible de este complejo. Por otro lado el complejo |
no presentd ningn cambio mientras que el complejo Il presenté un ligero cambio en su
actividad y el complejo IV decremento significativamente. Estos resultados se observaron
en ambas condiciones, lo que demuestra que esta toxina produce un dafio en la funcién

mitocondrial similar a las observadas en la EH.
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1. INTRODUCCION

1.1 LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON (EH)

La EH es una enfermedad autosbmica de herencia dominante neurodegenerativa,
se presenta de entre 4 a 10 por cada 100,000 personas principalmente de origen
caucasico. La EH es una enfermedad que aparece en la mediana edad, con algunos
casos excepcionales de inicio temprano a los 2 afios de edad y de aparicion tardia a

mediados de los 80 afios de edad (Reddy et al., 2009).

Esta enfermedad se hereda de modo mendeliano, es decir, cada descendiente de un
progenitor afectado tiene un 50% de posibilidades de padecer la enfermedad (Reddy et

al., 2009).

Las manifestaciones clinicas de la EH aparecen con mayor frecuencia entre los 35 y los
50 afos de edad (Fernandez, 2001), caracterizandose por corea (la palabra griega para
danza) que es un sindrome de rigidez-acinesia, convulsiones, depresion y demencia

(Hernandez-Echeagaray, 2004).

La mayoria de los pacientes sufren deterioro muscular y pérdida de peso, resultado de un
desequilibrio entre la ingesta, la digestion y la absorcién energética, asi como a los
movimientos involuntarios a causa de la corea, los cuales gastan mucha energia a pesar
de la ingesta calérica constante (Aziz et al., 2008) Figura 1. La corea tiende a incapacitar,
pero a medida que la enfermedad progresa se substituye lentamente por un cuadro de

rigidez muscular (Fernandez, 2001).
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DESEQUILIBRIO

FNFRGETICO

TOTALDE

CALORIAS MOVIMIENTOS
CONSUMIDAS INVOI LINTARIOS

GASTO ENERGETICO
EN REPOSO

Ingesta energética Gasto energético

Figura 1. Balance negativo de energia, pérdida de peso cuando el
gasto energético supera la ingesta de energia.
Las capacidades lingtisticas de los individuos con enfermedad de Huntington se ven
afectadas en diverso grado, tanto en lo concerniente a las tareas de tipo Iéxico-semantico
(nominacion, definicion de conceptos o interpretacion de significados ambiguos, figurados
o inferenciales), como en lo que atafie a la generacion de palabras individuales y de

oraciones (fluidez categorial, construccion oracional) (Benites-Burraco, 2009).

Los trastornos psiquiatricos, como depresion, mania, perturbacién obsesivo- compulsiva y
ansiedad, pueden preceder a las manifestaciones motoras, mientras que las funciones
cognitivas generalmente sélo se afectan en la fase mas avanzada de la enfermedad, que
evoluciona hacia un cuadro de demencia (Fernandez, 2001). En pacientes jévenes la
sintomatologia es considerablemente diferente, se caracteriza por bradicinesia (escasez
de movimientos), temblor, rigidez y distonia (contracciones involuntarias de los masculos),
aungue la corea puede estar completamente ausente. Los nifios afectados también

pueden sufrir ataques epilépticos (Gil & Rego, 2008).

La esperanza de vida en pacientes con EH una vez diagnosticada la enfermedad, es de
17-20 afios (Roos, 2010). La muerte generalmente se produce como consecuencia de la

insuficiencia cardiaca o neumonia por aspiracion. (Gil & Rego, 2008).
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1.2 HISTORIA

La enfermedad fue descrita por primera vez en el siglo XIX por George Huntington, quien

identificd las caracteristicas clinicas y su patrén de transmision familiar, Figura 2.

Sin embargo, no fue sino hasta 1993 que un consorcio organizado por la Fundacion de

Enfermedades Hereditarias descubrieron la mutacion real del gen EH (Gil & Rego, 2008).

En 1983 el gen de la EH fue mapeado en el brazo corto del cromosoma 16 y después de

10 afios de intensa busqueda con técnicas de Biologia molecular y colaboraciones entre

varios laboratorios de todo el mundo, en 1993 el gen de la EH fue identificado

(Reddy et al., 2009).

ANO EVENTO NUM.PUBLICACIONES

1374 Descripcion de la epidemia de baile

1500 Paracelso sugiere al CNS para el origen de la corea

1686 Thomas Sydenham describe la corea post-infecciosa

1832 John Elliotson identificalaforma hereditaria de la chorea 1

1872 George Huntington caracterizala enfermedad de
Huntington

1953 Estructura del ADN dilucidado 5

1955 La enfermedad de Huntington se describe en la Region del 13
Lago de Maracaibo de Venezuela

1967 Reunién de la Federacion Mundial de Neurologiasobre la 38
enfermedad de Huntington

1976 Primer modelo animal de la enfermedad de Huntington 100
(acido kainico)

1983 Gen marcador para la enfermedad de Huntington 138

1993 Identificacion del gende la EH 172

1996 Raton transgénico 242

2000 Medicamentos examinados parala EH en animales 344
transgénicos

Figura 2. Namero aproximado de publicaciones de la enfermedad de Huntington citada

para ese afio en la lista actual de la literatura médica (antes de 1966) y en PubMed (1967

en adelante). Tomado de Walfer, 2007.
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1.3 CAUSAS GENETICAS DE LA EH

La EH se debe a la presencia de una expansion anormal del triplete CAG en la secuencia
del gen HTT, lo cual resulta patol6gico cuando el nimero de repeticiones supera las 34 y
se advierte una correlacion directa entre la longitud del segmento repetido y la precocidad

con que se manifiesta el trastorno (Benites-Burraco, 2009).

En la poblacion normal, el nimero de repeticiones CAG varia entre 6 y 35, en individuos
afectados por la EH este numero se eleva (40-121 repeticiones) (Hernandez-Echeagaray,

2010).

En condiciones normales, el gen HTT codifica para una proteina citoplasmatica llamada
huntingtina, cuya funcién se desconoce hasta el momento (Hernandez-Echeagaray, 2004)

y se expresa de forma ubicua en el cerebro y tejidos periféricos (Reddy et al., 2009).

1.4 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

No existe un tratamiento especifico para enfermedades neurodegenerativas como la EH
plantea, por el momento, las maniobras terapéuticas consisten en la reduccién de la corea

y de los trastornos psiquiatricos (Gatto, 2002).

El tratamiento de la corea se basa en el uso de inhibidores de los receptores D2 de la
dopamina, como neurolépticos del grupo de las fenotiacinas (mesoridacina, tioridacina,
acetofenacina y perfenacina) o compuestos heterociclicos (haloperidol, loxapina,
molindona,pimocida y risperidona (Fernandez, 2001), la agresion, depresion e irritabilidad
responderan favorablemente a los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina; en

tanto que en ocasiones la carbamazepina y el acido valproico podran ser utiles en el
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tratamiento de la irritabilidad e inestabilidad emocional. Sin embargo, el uso de
neurolépticos a largo plazo contribuye a la pérdida neuronal en los pacientes con EH

(Gatto, 2002; Fernandez, 2001).

Estudios recientes permiten una comprensidon mejor de la fisiopatogenia de la
enfermedad, posibilitan una visién critica del tratamiento actual y aportan nuevas
esperanzas para un tratamiento mas eficaz ya que debido a su naturaleza hereditaria y
progresiva no existe algun tratamiento que cure en su totalidad esta enfermedad en la

actualidad (Fernandez, 2001).

1.5 MODELOS MURINOS

Si bien la EH es una enfermedad hereditaria, existen diversos modelos experimentales
para abordar su estudio (Gatto, 2002). Hasta la fecha encontramos tres tipos de modelos
murinos modificados con técnicas de ingenieria genética: los ratones knock-in (la
mutacion se introduce dentro de un gen enddgeno del hospedero), aquellos knock out (se
elimina un gen del genoma del animal), y los transgénicos (un gen mutado extrafio es

inducido en el genoma del hospedero; Hernandez-Echeagaray, 2004).

1.5.1 R6/1 Y R6/2
El modelo transgénico R6 / 2 contiene una mutacion en el dominio N-terminal del
segmento del gen HTT con una expansion de 155 repeticiones del triplete CAG en el
exon 1, expresado en multiples tejidos, incluyendo cerebro y musculo esquelético
(Tabrizi et al., 2000). Los animales muestran deficiencias motoras y déficit de aprendizaje
un mes después de su nacimiento, con sintomas mas pronunciados a los dos meses, y es
fatal de tres a cuatro meses. La patologia del cerebro de estos ratones muestra

inclusiones nucleares presentes en todo el cerebro, y pueden ser detectadas a las tres
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semanas después del nacimiento. Es importante destacar que, estas inclusiones se han
observado también en cerebros post mortem de pacientes con la EH (Breuer et al., 2011).
Las similitudes entre el ratbn R6 / 2 y la EH a nivel patolégico también hacen de este
raton un modelo ideal para el estudio de las alteraciones bioquimicas en la enfermedad
(Tabrizi et al., 2000). El modelo de ratones R6/ 1 es similar a R6 / 2, estos muestran la
misma sintomatologia, pero con una progresion de la enfermedad mas lenta y un fenotipo
menos agresivo, debido a que tienen una expansion del triplete CAG mas pequefia con
155 repeticiones (Breuer et al., 2011). Debido a lo anterior, los modelos murinos han sido
una herramienta muy importante para dilucidar los procesos celulares que subyacen a la

EH (Herndndez-Echeagaray, 2004).

1.6 MODELO FARMACOLOGICO

Los modelos farmacologicos han dominado el campo de la investigacion en la EH.
Aunque George Huntington fue el primero en describir la EH en 1972, fue hasta 1993
cuando la enfermedad fue formalmente identificada; por esto se dio el retraso en el
desarrollo de modelos genéticos apropiados hasta la década pasada. Los modelos
farmacoldgicos inducen también muerte celular por mecanismos excitotoxicos como en el
caso del acido quinolinico o por afectaciéon a la maquinaria mitocondrial como él acido

3-nitropropioénico (Pérez, 2008).
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1.6.1 ACIDO 3- NITROPROPIONICO (3-NP)

El &cido 3-nitropropionico es un inhibidor del complejo Il (Succinato Deshidrogenasa,
SDH o succinato: quinol éxido reductasa), se usa como un modelo de induccién para EH,;
después de la exposicion, los animales muestran disfunciones motoras a través de la
degeneracion de las neuronas estriatales, similares a los pacientes que sufren de EH. Se
cree que este compuesto genera excitotoxicidad (indirecta) a través de la estimulacion de
los receptores de NMDA en la estriado, pero esto sigue siendo una cuestién de cierta

controversia (Breuer et al., 2011).

1.7 DATO HISTORICO 3-NP

La historia del 3-NP ha sido ampliamente revisada por Ludolph (1991); esta toxina fue
inicialmente caracterizada como un agente responsable de encefalopatia aguda en el
ganado de las regiones del oeste de Norte América. Los animales accidentalmente
ingerian hiervas y pequefios arbustos del genero Astragalus, que contenia altas
cantidades de 3-nitropropanol, el cual per se no es toxico para los mamiferos, pero puede
convertirse en 3-NP por accion de la alcohol deshidrogenasa hepéatica. Posteriormente, se
demostré que el 3-NP es un inhibidor de la enzima succinato deshidrogenasa, la cual es
parte del ciclo de los &cidos tricarboxilicos y de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial (Pérez, 2008).

Tiempo después, fueron reportados cerca de 1000 casos de envenenamiento por 3-NP en
China cuando ingirieron cafia de azlcar infestada con el hongo Artrinium durante la
celebraciéon del afio nuevo chino. Esta intoxicacién produjo encefalopatia en nifios y

adultos, seguido en la mayoria de los casos por distonia y discinesia asociadas a la
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degeneracion del caudado y del putamen, lo cual fue observado a través de una
tomografia computarizada (Brouillet et al., 2005).

Flint Beal en 1993 fue el primero en plantear la hipotesis de que el tratamiento croénico con
3-NP en ratas podria replicar los defectos mitocondriales parciales y permanentes vistos
en pacientes con EH, al producir una degeneracion estriatal selectiva. En apoyo de esta
hipétesis, se encontrdé que la administraciébn constante o crénica de 3-NP por méas de 4
semanas con mini bombas osmaticas en ratas dio lugar a la degeneracion preferencial de
medianas neuronas espinosas con preservacion de la terminaciones nerviosas aferentes,

las grandes interneuronas colinérgicas (Brouillet et al., 2005).

1.8 El 3-NP COMO HERRAMIENTA FARMACOLOGICA

El 3-NP es un inhibidor irreversible del Complejo 1l también llamado; Succinato
Deshidrogenasa, SDH o succinato: quinol éxido-reductasa. Entre sus acciones estan el
ser un potente modulador de la apoptosis neuronal y su accién es independiente de la
apertura de los poros de transicion de la permeabilidad mitocondrial, ademas su accién

disminuye los niveles de ATP en el cerebro (Gatto, 2002; Ahuja et al., 2007).

Por ésta y otras razones descritas anteriormente el 3-NP es una herramienta
farmacologica que puede reproducir el fenotipo de los trastornos que presentan
degeneracion estriatal debido a una disfuncion mitocondrial, tales como EH vy ciertos

trastornos metabolicos hereditarios (Herndndez-Echegaray, 2010).

El 3-NP cruza la barrera hematoencefdlica por lo que puede ser administrado
sistémicamente a ratas, ratones y primates no humanos. Para su administracion
sistémica, se pueden emplear tanto bombas osmoticas subcutaneas como la inyeccion

directa subcutanea o intraperitoneal (Pérez, 2008).
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Dado que se administra de forma sistémica para reproducir las alteraciones motoras e
histopatoldgicas asociadas a la degeneracion estriatal, revisaremos como el musculo

podria afectarse con la administracion de esta toxina.

1.9 MUSCULO ESQUELETICO

El musculo esquelético es el tejido mas abundante en los vertebrados constituyendo
aproximadamente el 40% de la masa total del cuerpo. Este tipo de musculo no solo hace
posible los movimientos de las articulaciones, sino que también es el sitio de mayor

actividad metabdlica y el reservorio mas grande de proteina (Ortiz & Hernandez, 2010).

El musculo esquelético estd compuesto por numerosas células contractiles llamadas
miocitos conocidas comunmente como fibras musculares. Existe diversidad en las fibras
musculares dependiendo de su velocidad de contraccidon, estructura y propiedades

metabdlicas (Ortiz & Hernandez, 2010).

Los musculos de clasifican segun su color en rojos y blancos, cuya coloracion es
adquirida por el tipo de fibras que lo conforman. Los musculos formados por fibras rojas
tienden a estar altamente vascularizados y ser ricos en mioglobina, una proteina
sarcoplasmica, responsable del transporte y almacenamiento del oxigeno dentro del tejido
muscular. Los musculos formados por fibras blancas estdn menos vascularizados y tienen

un nivel de hemoglobina mas bajo, pero se contraen rapidamente (Kardong, 1998).
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1.10 FIBRAS MUSCULARES

1.10.1 Fibras de tipo | (contraccion lenta o fibras rojas).
Estas fibras son de pequefio didmetro, contienen numerosas mitocondrias y poco

glucdgeno, se presentan en gran nimero en los musculos rojos.

Las fibras | son resistentes a la fatiga: se utilizan sobre todo en ejercicios poco intensos y

prolongados como el mantenimiento de la postura (De Sant, 2003).

1.10.2 Fibras de tipo Il (contraccion rapida o fibras blancas)
Son de mayor didmetro, presentan pocas mitocondrias, estan poco vascularizadas pero

contienen mucho glucogeno, se presentan en los musculos palidos.

Estas fibras, son poco resistentes a la fatiga aunque muy potentes, se utilizan en los

ejercicios breves pero intensos como trotar (De Sant, 2003).

En este trabajo estudiamos el masculo gastrocnemio, por lo que a continuacién hacemos

una breve descripcion del mismo
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1.11 MUSCULO GASTROCNEMIO

El gastrocnemio es el musculo dorsal mas prominente de la pierna. En los mamiferos
tiene dos cabezas, resultado de la fusion de dos predecesores filogenéticos. El
gastrocnemio medial (gastrocnemio medialis) y el flexor largo del pulgar (flexor hallucis
longus) de los mamiferos, proceden del gastrocnemio interno reptiliano. El gastrocnemio
lateral (gastrocnemius lateralis) junto con el soléo (soleus) y el plantar (plantaris) tienen su

origen en el gastrocnemio extreno de los reptiles (Kardong, 1998).

El musculo gastrocnemio esté constituido por dos tipos de fibras musculares (contraccion
rapida y lenta), lo cual le confiere la habilidad de obtener energia por diferentes vias, la
glucolitica haciendo uso de las fibras blancas y la via oxidativa echando mano de fibras
rojas, Figura 3. Esta caracteristica concibe que el estudio de este musculo sea de gran
interés para indagar los cambios que pudieran presentarse en patologias que involucran
el metabolismo en el musculo, ya que las biopsias de musculo esquelético sigue siendo
un importante procedimiento de seleccion inicial para evaluar el funcionamiento
mitocondrial y explorar la presencia de enfermedades mitocondriales en seres humanos

(Andrey, 2008).

MUSCULO GASTROCNEMIO

Fibras tipo I: (Rojas)
contraccion lenta

Fibras tipo I: (Blancas)
-~ contraccion rapida

Figura 3. Musculo gastrocenemio, sefialando los tipos de fibras que lo conforman asi como

su color y tipo de contraccién. Tomado de Ortiz-Tinoco & Hernandez-Gallegos 2010. 21



1.12 LA MITOCONDRIA

El término mitocondria (procedente de mitos: hilo, filamento y chondros: granulo) fue
introducido por Brenda por primera vez en 1898, pero su presencia ya habia sido descrita
40 afos antes. Kolliker las describi6 en 1856 y Altmann realizd los primeros estudios
sobre su estructura y funcién en la célula, aungue no fue hasta décadas después cuando

se detall6 su papel fundamental en el metabolismo energético celular (Rodriguez, 2000).

Las mitocondrias son organelos esenciales de las células eucariotas (Stefan et al., 2002).
El tamafio medio de una mitocondria es de 0.3-1.0 por 5-10um aproximadamente. Esta
dividida en 4 partes: membrana externa, espacio intermembranal, membrana interna y

matriz mitocondrial, Figura 4. (Revisado en Lodish et al., 2007).

La funcién principal de la mitocondria en la mayoria de los tejidos es la de producir
energia en forma de Adenosin Trifosfato (ATP) a partir de la oxidacion de sustratos
energéticos por parte de la cadena respiratoria. Este proceso consiste basicamente en
reacciones acopladas de oxidacién y reduccién que liberan la energia libre contenida en
las moléculas que impulsan un gradiente de protones que sera utilizado para la sintesis
de ATP (una formas de energia quimica), esta serie de reacciones se conoce como

fosforilacion oxidativa (Justo, 2005; Claudio, 2010).
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1.12.1 MEMBRANA EXTERNA

La membrana mitocondrial externa esta constituida por una bicapa fosfolipidica
compuesta por un 60% de lipidos y un 40% de proteinas. Esta bicapa contiene
estructuras protéicas conocidas como porinas que le confieren permeabilidad a moléculas
10 kDa. Las dos membranas que separan a la mitocondria del citoplasma celular definen
dos espacios en el interior de la mitocondria: la matriz y el espacio intermembranal

(Revisado en Lodish et al., 2007).

1.12.2 ESPACIO INTERMEMBRANAL

Este contiene alrededor del 56% de las proteinas totales en las mitocondrias, siendo el
citocromo c la proteina mas abundante en este espacio, ademas de ser el sitio en el cual
se translocan los protones durante el transporte de electrones (Revisado en Alberts et al.,

2002).

1.12.3 MEMBRANA INTERNA

La membrana interna mitocondrial presenta pliegues denominadas crestas que permiten
aumentar la superficie para realizar diversas acciones bioquimicas. Esta compuesta por
75% de proteinas y 25% lipidos. Es permeable solamente a O,, CO, y H,O. Ademas de
las proteinas de la cadena de transporte de electrones, contiene numerosas proteinas de
transporte, que controlan el paso de ATP, ADP, piruvato, Calcio y fosfato. Esta
impermeabilidad controlada permite la generacion de un gradiente de protones a través
de ella, lo cual resulta en la compartamentalizacion de funciones entre el citoplasma y

el organelo. (Revisado en Alberts et al., 2002).
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1.12.4 MATRIZ MITOCONDRIAL
En la matriz mitocondrial se efectian diversas rutas metabdlicas, tales como, el ciclo de
Krebs y la beta-oxidacion. En este sitio podemos encontrar el DNA mitocondrial (Revisado

en Lodish et al., 2007).

Matriz

Membrana
interna

Membrana
externa

Espacio
intermembrana

Figura 4. Fotografia de una mitocondria hepética por micrografia electronica (100nm) en la que se
sefialan las cuatro partes en que se divide la mitocondria: membrana externa, espacio entermembranal,
membrana interna y matriz mitocondrial. Tomado de Alberts et al., 2002.
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1.13 CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

La cadena respiratoria 0 cadena mitocondrial esta compuesta de cuatro complejos
enzimaticos embebidos en la membrana interna de la misma, asi como de 2 tipos de

acarreadores de electrones: La ubiquinona y el citocromo c, Figura 5.

1.13.1 COMPLEJO |

NADH: ubiguinona 6xido reductasa o NADH deshidrogenasa, tiene un peso de 1000 kDa,
cuenta con 46 subunidades y un mononucleétido de flavina (FMN). Oxida al NADH que es
un dinucleétido que se reduce con electrones de alta energia proveniente del ciclo del
acido citrico. Los electrones son transferidos desde el NADH a la coenzima Q (CoQ) a
través del FMN. Al pasar de un transportador al siguiente, los electrones liberan energia
que es utilizada por el complejo | para translocar protones (H+) de la matriz al espacio
intermembranal. Esto genera un gradiente transmembranal de H+ utilizado por la enzima

ATPsintasa para sintetizar ATP. (Gonzéalez, 2004; Claudio, 2010; Monza et al., 2010).

1.13.2 COMPLEJO I

También llamado Succinato:coenzima Q reducatasa o0 Succinato deshidrogenasa,
transfiere electrones del succinato a la CoQ, cuenta con cuatro subunidades proteicas y

una masa molecular de125 kDa. (Gonzalez, 2004).

1.13.3 COENZIMA Q

La coenzima Q (CoQ o Ubiquinona) capta los electrones provenientes de las
deshidriogenasas flavoproteicas, en su estado oxidado se le denomina ubiquinona,
presentando dos grupos cetdnicos en posicion para que se transforma en semiquinona

cuando se reduce uno de ellos aceptando un electrén, o ubiquinol cuando acepta los dos
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electrones, presentando dos grupos hidroxilo y actuando como un potente antioxidante

(Parrado, 2010).

1.13.4 COMPLEJO Il
El complejo Il (complejo bc; o ubiquinol citocromo c¢ éxidoreductasa), es uno de los

complejos transductores de energia mas ampliamente distribuidos en la naturaleza. Tiene
una masa molecular de 240 kDa y posee 11 subunidades entre los que se encuentran el
citocromo c¢;. Su principal funcién es catalizar la oxidacién del ubiquinol y la reduccién del
citocromo c, la energia aportada por este complejo para el bombeo de protones es

suficiente para formar ATP. (Gonzalez, 2004; Monza et al., 2010).

1.13.5 CITOCROMO C

El citocromo ¢ es una proteina que se localiza en el lado externo de la membrana interna
mitocondrial. Su peso molecular es de 13 kDa y su cadena proteica tiene 104 residuos
de aminoécidos, su funcién consiste en transferir un electron a la vez desde el complejo 1l

al IV (Parrado, 2010).

1.13.6 COMPLEJO IV

El complejo IV es la enzima citocromo c oxidasa (COX) utiliza al citocromo ¢ como
sustrato. La enzima toma 4 electrones de cuatro citocromos ¢ y los transfiere a dos
moléculas de oxigeno formando agua. Esta es la Unica circunstancia en que el oxigeno
(que por su estructura atébmica solo puede tomar uno o a lo sumo dos electrones a la vez),
adquiere en forma simultanea 4 electrones. Cuenta con 13 subunidades proteicas y una

masa molecular de 195 kDa (Gonzalez, 2004).
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Figura 5. Esquema de la cadena de transporte de electrones, mostrando los cuatro complejos

mitocondriales asi como el citocromo c y coenzima Q. Tomado de Rodriguez, 2000.

1.14 ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS Y DISFUNCION
MITOCONDRIAL
En los dltimos afios, algunas enfermedades neurodegenerativas se han relacionado con
disfunciones mitocondriales de diferente tipo (Tornero et al., 2002), entre las que se
encuentran la enfermedad de Huntington (EH), la ataxia de Friedreich, la paraplejia
espastica familiar, la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Alzheimer (EA) y
la esclerosis lateral amiotréfica (ELA). Como se puede observar en la Figura 6 a pesar de
las diferencias clinicas que existen entre estas enfermedades, presentan una
caracteristica general: el déficit energético, lo que indica la existencia de un mecanismo
comun en la neurodegeneracion basado en una alteracién subyacente del metabolismo

energético mitocondrial (Rodriguez, 2000). Asi la evaluacion adecuada de la fosforilacién
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oxidativa mitocondrial es esencial para las investigaciones de la energética celular,
también contribuye significativamente a los estudios de los mecanismos de apoptosis de
la fisiopatologia de una variedad de enfermedades humanas, incluyendo el gran grupo de
las encefalomiopatias y algunas enfermedades neurodegenerativas (Andrey et al.,

2008).

Mutaciones genes nucleares afectando proteinas mitocondriales

Mtaxia de Friedreich FRDAL Frataxina

Paraplejia espastica familiar SPGT Paraplegina

Enfermedad de Wilson AFTB ATPasa transportadora de Cu

Sindrome de Mohr-Tranebjaerg TIMM BA Translocasa de membrana

interna mitocondrial

Mutaciones gen nuclear con invelucro mitocondrial

Alzheimer PS1yP52 Presenilina 1y 2
Péptido amiloide-beta

Huntington HD Huntingtina

SNCA Alfzsinucleina

PARKZ (parkina) Ligasa de ubiquitina

UEC Ubiguitina

Parkinson o Sensor REDOX

Cinasa Ser/thr mitocondrial
Cinasa GTPasa

Proteasa apoptotica

Pardlisis supranuclear progresiva Proteina tau

Esclerosis lateral amiotrdfica Superdxidodismutasa

Figura 6. Principales enfermedades Neurodegenerativas, tipo de mutacion y alteracion

mitocondrial. Tomado de Rodriguez et al., 2010.

28



1.15 RADICALES LIBRES (RL) Y ESTRES OXIDATIVO

El concepto quimico de radical libre fue descrito en 1954, cuando Gerschman postulé a
los radicales libres del oxigeno (O,- y HO-) como responsables del mecanismo molecular

de la toxicidad del oxigeno (Keating, 2008).

Los RL son moléculas de oxigeno o nitrdgeno que poseen uno 0 mas electrones
desapareados en su Orbita mas externa, y que también pueden ser generados cuando
ocurre una adicion a un doble enlace. Los RL son muy inestables y reaccionan con otras
moléculas, entregando o recibiendo electrones. Las especies reactivas del oxigeno (ERO)
se definen como entidades moleculares que reaccionan con componentes celulares,

resultando en alteraciones en su funcién (Pérez, 2008).

La formacién de radicales libres es responsable del consumo de cerca del 2% del oxigeno
usado en la respiracion (Fernandez, 2001). Las mitocondrias desempefian un papel
prominente por constituir la fuente mas importante de produccion continua de anion
superoéxido (O,) y 6éxido nitrico (NO) que, a su vez, inician reacciones generadoras de
otras especies reactivas, como el H,O, y finalmente el HO (Gonzéalez, 2004). Durante el
transporte de electrones en la fosforilacion oxidativa, estos se generan en niveles muy
bajos en condiciones fisiolégicas normales, mientras que se ve aumentado el nivel de

estos oxidantes en varias condiciones patologicas (Boveris, 2005).
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El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la generacion y la eliminacion de
radicales libres y de especies reactivas de nitrégeno (Rodriguez, 2000). Este desempefia
un papel importante en el deterioro cognitivo que acompafa al envejecimiento (Keating,
2008). La hipotesis que sugiere la participacion de los radicales libres en el
envejecimiento plantea que la acumulacion de radicales libres durante la vida ocasionaria

dafo a los principales componentes de la célula (Rodriguez, 2000).

Durante afios se ha pensado que la muerte neuronal en los pacientes afectados por
enfermedades neurodegenerativas se debia en parte a la generacién de estrés oxidativo
(Hernandez-Echeagaray, 2010). Las hipétesis que tienden a explicar la muerte neuronal
en la EH implican la disminucién del metabolismo energético, alteraciones de la funcion
mitocondrial, estrés oxidativo y neurotoxicidad (Fernandez, 2001). Las moléculas ERO y
ERN estan implicadas en estos procesos, asi es posible que diversos mecanismos se

complementen en la promocion de la lesién celular parcial (Fernandez, 2001).

Cuando la CRM se encuentra dafiada o inhibida, la produccién de ERO puede aumentar
permitiendo asi la aparicion de dafio oxidativo en proteinas, lipidos y acidos nucleicos
mitocondriales y celulares. Existen defensas antioxidantes celulares, (por ejemplo), las
enzimas (catalasa, GPx, MnSOD, Cu/ZnSOD) ofrecen proteccion contra la acumulacion
de ERO. A pesar de que estas defensas restringen el dafio potencial que causaria la
produccion de ERO y ERN, si estas moléculas se generan continuamente, los
mecanismos defensivos se encontraran superados, iniciando una secuencia de efectos
perjudiciales que finalizan con la muerte celular por apoptosis o por necrosis (Rodriguez,

2000).
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En el presente trabajo nos enfocamos en describir los cambios que se producen en el
musculo esquelético por la inhibicion del complejo II mitocondrial, para tal efecto hemos
centrado nuestra atencién en el masculo gastrocnemio de ratones C57BL/6, creemos que
cambios a nivel muscular pueden incrementar las alteraciones motoras que se observan
en las enfermedades degenerativas. Esta idea cambia la forma de ver las alteraciones
degenerativas y ponen a la periferia en el campo de las estrategias terapéuticas para

contender con las alteraciones neurodegenerativas.

2. ANTECEDENTES
Estudios iniciales han demostrado que en los modelos animales de la EH existen
alteraciones en el masculo y estos cambios podrian deberse a alteraciones en la funcién

mitocondrial, por ejemplo:

1.- Tabrizi y cols., 2000, Demostraron el desarrollo del trastorno del movimiento y la

pérdida de masa muscular en la HD y los ratones R6/2.

2.- Tabrizi y cols., 2000, estudiaron en ratones transgénicos de la linea R6/2, la actividad
de los complejos respiratorios, donde observaron que la actividad de los complejos | y I
no presentd diferencia significativa. Solo se reportd una reduccion en la actividad de la

citocromo c oxidasa (Complejo IV 6 COX), con respecto a los valores del control.

3.- Herndndez-Echegaray y cols., 2011, estudiaron los cambios en los muasculos de
ratones tratados con dosis bajas de 3-NP (15 mg / kg, i.p., durante 5 dias).En este
estudio se evaluo la actividad histoquimica de la fosfatasa alcalina (APase), la Succinato
deshidrogenasa (SDH), y la citocromo ¢ oxidasa (COX), en los musculos gracilis y
gastrocnemio, mostrando cambios significativos para ATPasa y SDH, en ambos

musculos y de la COX sdlo en el gastrocnemio.
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3. JUSTIFICACION

Para el estudio de la Enfermedad de Huntington se han empleado distintos modelos
animales, uno de ellos es el uso de la toxina mitocondrial acido 3-NP que imita la
histopatofisiologia de la enfermedad, sin embargo la mayor parte de los estudios que
usan al 3-NP se concentran en las alteraciones que ocurren en nucleo estriado y hasta el
momento nadie habia abordado cambios en la periferia a nivel muscular lo cual resulta de
suma importancia ya que las alteraciones en el musculo esquelético pueden agravar la

ejecucion motora.

En este trabajo se realizd por primera vez el andlisis en los cambios de la actividad de
los complejos mitocondriales en musculo gastrocnemio producido por la administracion

sistémica de la toxina mitocondrial 3-NP.
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4. OBJETIVOS

Describir los cambios del funcionamiento mitocondrial de musculo gastrocnemio en un

modelo animal de neurodegeneracion que imita a la Enfermedad del Huntington.

OBJETIVOS PARTICULARES

e FEvaluar la actividad de los cuatro complejos mitocondriales de musculo
gastrocnemio de ratones control y 3-NP mediante la técnica espectofotométrica

descrita por Bénit y cols., 2006.

e Evaluar la actividad de los cuatro complejos mitocondriales de mausculo
gastrocnemio de ratones control y 3-NP en presencia de las enzimas
antioxidantes SOD y catalasa mediante la técnica espectofotométrica descrita por

Bénit y cols., 2006.

5. METODOLOGIA

RATONES
[ C57BL/6 1
Control )
(Buffer fosfatos Tratamiento, 3-NP
0.1M, ph 7.4) (15mg/kg, por 5 dias)

Musculo

gastrocnemio

I

Aislamiento
mitocondrial
(Kunz et al,1993)

I

Determinacidn de proteina
(método espectrofotométrico)
I

| ]
Actividad de los cuatro
complejos mitocondriales,
(SOD y catalasa)

Actividad de los cuatro
complejos mitocondriales
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5.1 TRATAMIENTO

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 de 40 dias de edad, separados en un grupo
control al cual sélo se le administrd el vehiculo de buffer de fosfatos (0.1 M Fosfato de
Sodio Monobésico, 0.1M Fosfato de Sodio Dibasico Anhidro), pH de 7.4, y un grupo en
tratamiento, administrado a 15 mg/kg, por 5 dias con acido 3-NP disuelto en buffer de

fosfatos.
5.2 OBTENCION DE MUSCULO ESQUELETICO (GASTROCNEMIO)

Se cortaron las patas traseras de cada raton en ambos grupos experimentales, se quito la
piel y posteriormente se separdé el muasculo gastrochemio de los musculos adjuntos

(gracilis y tibialis).

5.3 EXTRACCION DE MITOCONDRIAS DE MUSCULO ESQUELETICO
Por cada extraccion de mitocondrias se utilizé el musculo gastrocnemio de cuatro ratones
de la cepa C57/BL6, con un peso aproximado del tejido total en el grupo control de 1.4 g

y 0.9 g en el grupo con 3-NP.

El musculo se cortd en pedazos finos con tijeras y fue incubado a 4°C por 30 minutos en
medio de aislamiento adicionado con 1mg de Tripsina por cada 10ml agregando
inhibidores de proteasas para tripsina (Sigma P-8465) (10 ml por cada 500 ml de medio)
después de haber sido incubado el musculo, se homogeniz6 usando un potter frio y en
hielo. Se centrifugd a 600 x g por 5 min, recuperando el sobrenadante y se filtr6 con una
malla de nailon, se centrifugé a 10 000 x g por 10 min. El pellet mitocondrial se
resuspendié en medio de lavado con 0.5 mg de Albumina Suero de Bovino (BSA por sus

siglas en inglés) por ml, se centrifugd a 10 000 x g por 10 min, el pellet final se

34



resuspendié en medio de aislamiento. Se obtuvieron varias alicuotas, las cuales se

almacenaron a -70°C (Kunz et al., 1993).

5.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

MITOCONDRIAL

Una vez obtenidas las mitocondrias se determind la concentracion de proteinas totales
por el método Lowry, utilizando una curva patrén de albamina con 0-200 ug de proteina

midiendo la absorbancia de todos los tubos a 750 nm (Lowry et al., 1951).

La determinacion de proteina por el método de Lowry fue sustituida, debido a que esta
requeria una mayor cantidad de muestra. Por tal razon se utilizé la técnica

espectrofotométrica de UV.

55 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

MITOCONDRIAL POR LA TECNICA ESPECTOFOTOMETRICA DE UV

Se agregd 10 pl de mitocondrias aisladas en 1ml de dodecilsulfato sédico (SDS) al 1%,
posteriormente se hizo la lectura de la absorbancia (Abs) a 280nm. Se determiné la
cantidad de proteina mitocondrial utilizando un rango estandar de 0.12 Abs ----- 10mg/ml,

ademas de la absorbancia de la muestra.
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5.6 ENSAYO 2, ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS 1Y I

Las mitocondrias fueron diluidas 1:3 e incubadas a 4° C en buffer de actividad (0.25mM
sacarosa, 50mM fosfatos de K, 0.2Mm EDTA pH 7.4 0.1%Tween-20, 1mM NaN3) durante

30 min.

En una celdilla del espectrofotometro se coloco buffer de actividad y se agregaron los
diferentes sustratos e inhibidores ademas de las mitocondrias en este orden: 1mM NaCN,
0.2 mg de proteina mitocondrial, 40uM DCPIP,50 uM NADH, 8uM Rotenona, 5mM
Succinato, 1ImM PMS, 4mM TTFA, 80uM DQ. Los cambios de absorbancia se midieron en
las siguientes longitudes de onda: 600 y 750nm, utilizando el modo dual del
espectrofotdmetro marca Aminco DW2 con modernizacion OLIS. Se obtuvo la velocidad
de reduccion u oxidacién del DCPIP mediante la medicién de las pendientes de cada
adicion del trazo de absorbancia contra tiempo y se utilizo el coeficiente de extincion de:

€s50-500 = 22 MM cm™, Figura 9 (Bénit y cols., 2006).

ENSAYO 2, ACTIVIDADES COMPLEJOSIYI

1 Mitocondrias, NaCN
e DCPIP
1 / NADH
o] W 2 e
7 \ Rotenona DCPIP
_ e il — DQ
L 0.3 + Succinato »
= R
B ol
=] = PMS
% J
0.4
J TTFA
0.2 l
0.0 ¥
T T T T T - T
o 2 4 5 s o

Tiempo (Minutos)

Figura 8 .Trazo obtenido al medir la actividad de los complejos | y Il. Se muestra el orden
en que deben agregarse los distintos sustratos e inhibidores a lo largo del tiempo.

36



5.7 ENSAYO 1, ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS III'Y IV

Las mitocondrias fueron diluidas 1:3 e incubadas a 4° C en buffer de actividad (0.25mM

sacarosa, 50mM fosfatos de K, 0.2Mm EDTA pH 7.4 0.1%Tween-20) durante 30 min.

En una celdilla del espectrofotometro se colocé buffer de actividad y se agregaron los
diferentes sustratos e inhibidores ademas de las mitocondrias en este orden: 10uM
citocromo ¢ reducido, 8uM Rotenona, 0.1mg de proteina mitocondrial, 1ImM NaCN, 30uM

citocromo c oxidado, 2mM TTFA, 333uM EDTA, 50uM DBH,, 1uM Antimicina.

Los cambios de absorbancia se midieron en las siguientes longitudes de onda: 550 y
540nm, utilizando el modo dual espectrofotbmetro marca Aminco DW2 con modernizacion
OLIS. Se obtuvo la velocidad de reduccion u oxidacion del citocromo ¢ mediante la
medicion de las pendientes de cada adicion del trazo de absorbancia contra tiempo y se

utilizo el coeficiente de extincion de: €sso.550 = 19.1 mM™ cm™, Figura 8 (Bénit y cols., 2006).

ENSAYO 1, ACTIVIDADES COMPLEJOS Il Y IV

0.25 - Antimicina

Cit ¢ reducido

o
w
o
]

Rotenona

0.25
= l Mitocondrias DBH:z
@©
S 0.20 1 /
8 NaCN Cit ¢ oxidado
B 0.15 /
g TTFA EDPTA
0.10
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0.00

T 1 T T T
0 2 < =] 8 10

Tiempo (Minutos)

Figura 9 .Trazo obtenido al medir la actividad de los complejos Il y IV. Se muestra el
orden en que deben agregarse los distintos sustratos e inhibidores a lo largo del tiempo.
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6. RESULTADOS

6.1 OBTENCION DE LAS MITOCONDRIAS

Por cada extraccion de mitocondrias se utilizé el masculo gastrocnemio de cuatro ratones
de la cepa C57/BL6, con un peso promedio aproximado de tejido de 1.4g y 0.9¢, un
volumen aproximado de 550ul y 400ul de mitocondrias aisladas y un promedio de
10.42mg y 8.3mg de proteina para el grupo control y 3-NP respectivamente, con un total

de 7 extracciones mitocondriales.

6.2 ACTIVIDAD DE LOS CUATRO COMPLEJOS MITOCONDRIALES

Una vez obtenidas las mitocondrias en condiciones éptimas se midi6 la actividad de los
cuatro complejos mitocondriales. El ensayo 1 permitié evaluar al complejo Il o ubiquinol
citocromo ¢ oxidoreductasa y complejo IV o citocromo ¢ oxidasa, mientras que con el
ensayo 2 se evalué al complejo | o NADH deshidrogenasa y complejo Il o Succinato
deshidrogenasa. Se realizaron siete experimentos (n=7) con dos repeticiones por cada

ensayo.

Se observé que el tratamiento con 3-NP produjo una reduccién significativa en la actividad

de los complejos Il y IV sin afectar los complejos | y Ill como se muestra en la Figura 10.

38



ACTIVIDAD DE LOS CUATRO COMPLEJOS
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Figura 10. Actividad de los cuatro complejos respiratorios expresada en nmol/min/mg de proteina. Se
muestra un decremento en la actividad del Complejos Il (Succinato deshidrogenasa) con una
diferencia significativa (*) entre los grupos control y 3-NP. El complejo | (NADH deshidrogenasa) al
igual que el complejo Il (ubiquinol citocromo c oxidoreductasa) presentaron un decremento en su
actividad sin ser significativo. Por otro lado el complejo IV (citocromo c oxidasa) presentd un
decremento significativo (*) 3-NP con respecto al control (n=7). Se consideré * p2 0.05

6.3 INHIBICION DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES

En los ensayos para medir la actividad de los complejos respiratorios, se utilizaron
inhibidores especificos para cada complejo: rotenona para el complejo |, antimicina para
el complejo Ill y cianuro para el complejo IV. De esta manera se obtuvieron las
inhibiciones de los mismos como se muestra en la Figura 11. En el caso del complejo I,
no se utilizé ningan inhibidor durante los ensayos, ya que este fue bloqueado con 3-NP en

los animales tratados.
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Figura 11. Inhibicion de los complejos respiratorios con inhibidores especificos expresada en
porcentaje. Se muestra una mayor inhibicion en los complejos lll y IV e insuficiente para complejo I.
(No significativos entre grupo control y 3-NP (n=7).

Observando estos resultados, podria decirse que la inhibicion no es tan efectiva para el
complejo | o NADH deshidrogenasa pues solo se alcanz6 el 10 % de inhibicion.
Posiblemente exista una generaciébn de especies reactivas del oxigeno, radicales
producidos en el proceso normal de la cadena respiratoria, los cuales se acumulan en
este complejo impidiendo una inhibicién adecuada. Por esta razon, se decidié repetir las
actividades de los complejos respiratorios utilizando las enzimas antioxidantes SOD vy

CAT capaces de neutralizar la actividad de los radicales superéxido.
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6.4 ACTIVIDAD DE LOS CUATRO COMPLEJOS MITOCONDRIALES EN
PRESENCIA DE SOD Y CATALASA

Se realizaron los distintos ensayos para medir la actividad de los cuatro complejos
respiratorios. Ensayo 1 (complejo 11l o ubiquinol citocromo ¢ oxidoreductasa y complejo IV
0 citocromo ¢ oxidasa), Ensayo 2 (complejo | o NADH deshidrogenasa y complejo Il o
Succinato deshidrogenasa). Realizando siete experimentos (n=7) con dos repeticiones por

cada ensayo.

Se observaron resultados similares a los ya mostrados cuando la SOD y catalasa no
estaban presentes: los complejos Il y IV presentaron un decremento en la actividad con el
tratamiento 3-NP, el complejo Il presenté un decremento sin ser significativo mientras que

el complejo | no se vio afectado como se muestra en la Figura 12.

] ACTIVIDAD DE LOS CUATRO COMPLEJOS (SOD y CAT)
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Figura 12. Actividad de los cuatro complejos respiratorios en presencia de las enzimas antioxidantes SOD vy
Catalasa expresada en nmol/min/mg de proteina. Los Complejos Il (Succinato deshidrogenasa) y IV (citocromo ¢
oxidasa) presentaron un decremento significativo (*) en su actividad en el tratamiento 3-NP con respecto al control.
El complejo | (NADH deshidrogenasa) y Il (ubiquinol citocromo ¢ oxidoreductasa) presentaron un decremento sin

ser significativo (n=7). Se consider6 * p=0.05
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6.5 INHIBICION DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES EN PRESENCIA

DE SOD Y CATALASA

Se observo un ligero aumento en la inhibicién de los complejos | y IV en el tratamiento
3-NP con respecto al control sin ser significativa, aun asi, la inhibicion del complejo | sigue
siendo poco efectiva después de haber utilizado las enzimas antioxidantes SOD vy

catalasa como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Inhibicion de los complejos respiratorios con inhibidores especificos en presencia de las
enzimas antioxidantes SOD y catalasa, expresada en porcentaje. Se muestra una mayor inhibicién en
los complejos Il y IV e insuficiente para complejo I. (No significativos entre grupo control y 3-NP). No

se muestra complejo Il ya que este fue blogueado con 3-NP en los animales tratados (n=7).

42



7. DISCUSION

En los dltimos afios se han descrito numerosas enfermedades asociadas al metabolismo
energético mitocondrial, tales como la EH. El funcionamiento mitocondrial se ha estudiado
por su participacion en diversos mecanismos vitales para la célula y se ha convertido en
un modelo para explicar muchos de los defectos metabdlicos observados en los pacientes
con EH (Brown et al., 1997). Los principales defectos mitocondriales observados son la
disminucion de la actividad de la CRM, el aumento del estrés oxidativo debido a la
produccién de ROS en la CRM y la baja produccion de ATP (Yau-Huei et al., 2001). Estos
defectos a su vez estan relacionados con otros mecanismos que son los que pueden

conducir a la neurodegeneracion (Ready, 2009).

El estudio de la EH se ha concentrado en su gran mayoria en las alteraciones que ocurren
en cerebro, principalmente en nucleo estriado. En la actualidad son escasos los trabajos
que abordan los cambios a nivel muscular, por tal motivo resulté importante el estudio del

musculo esquelético ya que éste agrava la ejecucion motora en pacientes con EH.

Para este estudio se utilizd el masculo gastrocnemio, un muasculo mixto, constituido por
los dos tipos de fibras musculares, por lo tanto, éste adquiere energia por vias
metabdlicas distintas. En este musculo fue posible observar las alteraciones en los
complejos mitocondriales en condiciones normales y con el tratamiento 3-NP,

principalmente el complejo Il o Succinato deshidrogenasa.

La extraccion de mitocondrias por el método de Kunz et al., 1993, resultd favorable,
ya que permitié la obtencion de mitocondrias viables, ademas de obtener un volumen de
muestra adecuado para realizar la determinacion de proteina y los distintos ensayos para

evaluar la actividad de los cuatro complejos mitocondriales.
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ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES

Se observo un decremento en la actividad del complejo Il en nuestro tratamiento. Este
resultado era esperado, pues el 3-NP produce un bloqueo total e irreversible de este
complejo al interaccionar con la deshidrogenasa succinica e impide que el sustrato

endogeno (4cido succinico) se una a ella.

A pesar del dafio, se observo actividad en éste complejo, esto puede deberse a que existe
un recambio de las subunidades de este complejo. Se sabe que el complejo I
mitocondrial se sustituye en aproximadamente 12 horas (Schulz et al., 1995), por lo tanto
para cuando se evalu6 su actividad, éste complejo poseia proteinas distintas a las que
tenia durante el tratamiento, de esta forma las alteraciones que se observaron se deben al
dafio especifico sobre el funcionamiento mitocondrial y no a un efecto farmacolégico,

pues el 3-NP ya no estaba presente cuando se realizaron los ensayos bioquimicos.

El complejo | no presentd ningln cambio, esto debido a que es el lugar por donde
ingresan la mayoria de los electrones a la CRM e inicia el proceso del transporte de

electrones a los complejos sucesivos por lo que la actividad no se vio afectada.

El complejo lll presenté un decremento en su actividad por un posible dafio producto de
la inhibicién del complejo Il por parte del 3-NP, la cual impedia el flujo de electrones hacia
este complejo disminuyendo su actividad, aun asi este decremento no fue significativo

entre los grupos experimentales.

Por otra parte, la actividad del complejo IV decrementd significativamente, este complejo
es el eslabdn final en la CRM el cual recibe cuatro electrones del citocromo c y los
transfiere al oxigeno, el aceptor final de electrones, que se reduce formando dos

moléculas de agua (H.O) y que transloca cuatro protones desde la matriz mitocondrial
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hacia el espacio intermembranal, contribuyendo de esta manera a la sintesis de ATP
mediante la ATPsintasa. El decremento en la actividad de este complejo, puede
vincularse a la produccion deficiente de ATP en el mulsculo esquelético de pacientes con
EH, lo que conllevaria a un deterioro muscular y posteriormente a la pérdida de peso no
s6lo por el desequilibrio entre la ingesta calérica, la digestion y la absorcion energética si
no también a esta alteracion en la maquinaria enzimatica que involucra la produccién de

ATP.

El decremento en la actividad del complejo IV es la alteracion de la CRM descrita con
mayor frecuencia en pacientes con EH (Rodriguez, 2000). Tabrizi y colaboradores (2000)
reportaron un decremento no significativo en la actividad de los complejos |-V en muasculo
esquelético de ratones R6/2, pero también mencionan a este Ultimo como un blanco

sensible de los radicales libres.

INHIBICION DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES

Los complejos Il y IV se inhibieron casi por completo con un 96% y 94% respectivamente
en ambos grupos, en contraste con el complejo | el cual present6 una inhibicién del 10%.
En este punto se sugiri6 que al ser inhibido el transporte de electrones, los radicales
producidos en el proceso normal de respiracién se acumularon en los pasos iniciales de la
CRM, especificamente en el complejo | como se observa en la Figura 8. Estos electrones
pueden ser cedidos directamente al oxigeno molecular para generar radicales superéxido
(O,) que a su vez se detoxifican mediante la enzima superoxido dismutasa mitocondrial y
generar peroxido de hidrogeno (H.O,) (Rodriguez, 2000). Se ha vinculado a la
excitotoxicidad en la generacion de radicales superoxido, Oxido nitrico y sus derivados

(Tabrizi et al., 1999; Tabrizi et al., 2000), también se sabe que la disfuncién mitocondrial
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en la EH puede ser consecuencia del dafio oxidativo causado por la produccion de
radicales libres. Una de las cuestiones de debate habituales es si el estrés oxidativo es un

hecho primario o secundario en la EH (Browne et al., 1997).

ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES EN PRESENCIA DE

SOD y CATALASA

Para corroborar la posible formacién de radicales superéxido derivados de los
acumulados en el complejo I, se utilizaron los antioxidantes SOD y catalasa capaces de

neutralizar la actividad de estos radicales.

Sin embargo, se observaron resultados similares a los mostrados en un principio en
condiciones normales, el complejo | y Il no presentaron cambios en su actividad y se
observé el mismo decremento en la actividad del complejo Il y IV siendo significativo entre
ambos grupos. De esta manera podemos decir que una vez que se ha producido el dafio
mitocondrial de forma sistémica con el 3-NP, los antioxidantes SOD y catalasa no

revierten o ayudan a reparar este dafio.
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INHIBICION DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES EN PRESENCIA DE

SOD Y CATALASA

El complejo | present6 un ligero cambio sin ser significativo. La actividad de éste complejo
es inhibida por rotenona, sin embargo, se observé una inhibicién del 7% aln en presencia
de las enzimas antioxidantes SOD y catalasa, las cuales indicarian la probable presencia
de radicales superdxido acumulados en éste complejo. Esto sugiere que la cantidad de
rotenona utilizada en mitocondrias de musculo gastrocnemio, es baja, de tal forma que se

tendria que aumentar dicha cantidad para observar su inhibicion.

Los complejos lll y IV presentaron una inhibicion del 97% y 95% respectivamente.
Resultados muy similares a los obtenidos en ausencia de SOD y catalasa. Estos datos
sugieren que la mitocondria no solo se ve afectada por la produccién de radicales
superoéxido, sino que también por los radicales provenientes del 6xido nitrico, puesto que
ambos se generan en niveles muy bajos durante la respiracion mitocondrial en
condiciones fisioldgicas normales, mientras que se ve aumentado el nivel de estos en

varias condiciones patolégicas.

Esta idea es apoyada por trabajos de autores como Tabrizi y colaboradores (1999),
(2000); Rodriguez (2000); quienes mostraron que la disminucion de la actividad del
complejo IV es debida a la generacion de NO/O, y ONOO lo que permitia una sensibilidad
de las neuronas a la excitotoxicidad en la EH y con la progresion de la enfermedad, se
proponia un aumento de radicales libres que llevarian a los complejos | y Il a su inhibicién
y posteriormente a una muerte celular. Es probable que esto suceda de manera similar en
el musculo esquelético el cual mostré una disminucion en la actividad del complejo IV. Se

sabe que concentraciones bajas de ONOO- pueden llevar a la muerte celular apoptotica,
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mientras que altas concentraciones causan necrosis, dependiendo también de los niveles

de antioxidantes enddgenos y el tiempo de exposicion.

Por otra parte, se sabe que el metabolismo energético es la base de las funciones
celulares. Una adecuada transferencia de electrones a través de una serie de reacciones
redox garantiza la obtencibn de sustratos energéticos necesarios para el Optimo
funcionamiento de las células (Rodriguez, 2000). En los ultimos afios se han descrito
numerosas enfermedades asociadas al metabolismo energético deficiente de la
mitocondria, tal es el caso de la EH, en la cual se ha observado una disminucion en el
metabolismo de la glucosa y el oxigeno en los ganglios basales (Browne et al., 1997).
Esta disminucién en el metabolismo energético mitocondrial parece deberse a su vez a la
disminucién en la actividad de los complejos | y IV de la cadena de transporte de

electrones (Rodriguez, 2000).

El déficit energético causado por una CRM anormal y por el dafio oxidativo de las
moléculas ERO sobre otros componentes celulares, pueden conducir a la disfuncion del

tejido (musculo esquelético).

Los musculos necesitan la energia a partir de la fosforilacion oxidativa y la glucélisis para
participar en la locomocién, la produccion de calor y en general todo el metabolismo. Si
bien, como se habia mencionado, el musculo gastrocnemio esta conformado por dos tipos
de fibras musculares lo cual le confiere la habilidad de poder obtener energia de dos vias

diferentes.

48



Es probable que después de bloquear el complejo Il, el primer cambio en la mecanica del
musculo sea producir mas Succinato deshidrogenasa para contrarrestar la inhibicion de la
misma por 3-NP. Debido a que la fosforilacién oxidativa fue bloqueada, es probable que la
glucdlisis se viera favorecida. Esta explicacion es consistente con la idea de que las fibras
musculares pueden cambiar su fuente de energia, dependiendo de las demanda

energética sin cambiar la composicion del tipo de fibra (Herndndez-Echagaray, 2010).

8. CONCLUSIONES

e Lo ratones de la cepa C57BL/6 administrados con una dosis de 15 mg/kg, por 5
dias con &cido 3-NP, presentaron una disminucion en la cadena respiratoria
mitocondrial.

e Se observé un decremento significativo en la actividad del complejo Il entre en
grupo control y 3-NP.

e El empleo de antioxidantes dirigidos a radicales superoxido (SOD y CAT) después
de haber producido el dafio mitocondrial con la toxina 3-NP, no presenté cambios
significativos comparandolos en condiciones sin estos.

e El dafio producido por 3-NP no se revierte con la presencia de los antioxidantes
SOD y CAT.

e Se atribuye el decremento de la actividad de los complejos IV a la posible

participacion de radicales libres provenientes del Oxido Nitrico.
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9. PERSPECTIVAS

e Seria interesante realizar estudios con antioxidantes dirigidos a Oxido Nitrico para
corroborar la participacion de estos radicales en el decremento de la actividad del
complejo IV.

e También se podria aumentar la cantidad de rotenona para observar si existe

algun cambio en la inhibicién del complejo 1.
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