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I. RESUMEN 

 
La proteína ß-Amiloide (βA) es el principal componente de las placas seniles, que constituyen uno 

de los marcadores histopatológicos de la Enfermedad de Alzheimer (EA). Se sabe que la βA está 

involucrada en la inducción de estrés celular, la perturbación de la concentración intracelular de 

calcio y la activación de vías apoptóticas en neuronas in vitro. Sin embargo, se desconoce el papel 

que tienen algunos cambios bioquímicos asociados con el envejecimiento celular en estos procesos. 

Dado que las terminales sinápticas son especialmente susceptibles al daño inducido por la βA y que 

en el envejecimiento ocurre una reducción paulatina en la función mitocondrial, en el siguiente 

trabajo se evaluó el efecto de la exposición al fragmento βA 25-35 sobre la actividad mitocondrial,  

la generación de las especies reactivas de oxígeno y la morfología de terminales sinápticas aisladas 

(sinaptosomas) de corteza cerebral e hipocampo de ratas jóvenes (2-3 meses) viejas (18-24 meses).  

Para valorar el papel del envejecimiento sobre los efectos del péptido βA sobre la actividad oxido-

reductora mitocondrial, se utilizo la técnica colorimétrica de reducción de MTT. Se observo que los 

sinaptosomas aislados de ratas jóvenes presentaron una mayor actividad oxidoreductora 

mitocondrial que los obtenidos de ratas viejas, y que en presencia de βA 25-35 esta disminución se 

exacerba. Por estudios de oximetría se observo que los sinaptosomas de ratas viejas mostraron un 

aumento significativo en el consumo de oxígeno y una tendencia hacia una mayor actividad de la 

citocromo oxidasa durante la incubación con la βA 25-35. También se reporta que el péptido βA 25-

35 incrementa la producción de especies reactivas de oxígeno en los sinaptosomas obtenidos de 

ratas viejas, y particularmente los que provienen del hipocampo. Además, se muestran cambios 

ultraestructurales en los sinaptosomas de ratas viejas consistentes en la presencia de una membrana 

mitocondrial de mayor grosor y con mayor desarreglo de las crestas en comparación con los 

sinaptosomas de ratas jóvenes. Estos cambios se acentuaron al agregar el péptido βA 25-35. El 

análisis de estos resultados muestra que los efectos del βA 25-35 en sinaptosomas se exacerban con 

la edad y se relacionan con un decremento en la función oxido-reductora mitocondrial y mayor 

acumulación de radicales libres. El aumento en el consumo de oxígeno en los sinaptosomas 

obtenidas de ratas de viejas en presencia del βA 25-35, sugiere un desacoplamiento de la cadena 

respiratoria mitocondrial. 

Se concluyó que en el envejecimiento se presentan cambios de la función mitocondrial en 

terminales sinápticas que pueden incrementar la vulnerabilidad al daño inducido por la βA.  
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II. ABSTRACT 
 

Amyloid  (A ) peptide is the principal component of amyloid plaques that are characteristic 

pathologic findings in Alzheimer´s Disease (AD). In vitro experiments have shown that A is 

involved with the induction of oxidative stress, intracellular calcium disruption and apoptosis of 

neurons; however it is unknown how cellular aging is involved with these factors. Due to the fact 

that synapses are susceptible to the damage induced by A and that aging causes a slow reduction 

in mitochondrial activity, we decided to compare the mitochondrial activity, the generation of 

reactive oxygen species (ROS) and the ultrastructural changes of synaptosomes isolated from the 

cerebral cortex and hippocampus of young (2-3 months) and old rats (18-24 months) exposed to 

A  

Evaluation of synaptosomal mitochondrial redox capacity was assessed by the MTT reduction 

technique. We observed that synaptosomes isolated from young rats showed a higher MTT 

reduction in comparison to old rats. This reduction was exacerbated when synatosomes were 

incubated with A . The rate of synaptosomal oxygen consumption and cytochrome oxidase 

activity was measured in a thermostated Clark-type oxygen electrode. We observed that synaptomes 

isolated from older rats and incubated with A  25-35 had higher oxygen consumption and a higher 

tendency for cytochrome oxidase activity. We also observed more ROS production in synaptosmes 

isolated from old rats, and that the presence of A  increased ROS in both age groups. 

Ultrastructural changes of synaptosomes isolated from old rats showed swollen mitochondria with a 

dilated matrix in comparison to the mitochondrial architecture of synaptosmes isolated from young 

rats. These findings were exacerbated when synaptosomes were incubated with A  25-35. These 

results suggest that A  25-35 and aging are capable of changing mitochondrial functioning in 

synaptosmes. The toxicity of A  25-35 is exacerbated in older rats and correlates with a reduced 

mitochondrial redox activity and an increase in ROS production. We observed that oxygen 

consumption and cytochrome oxidase activity is increased in synaptosomes isolated from old rats 

and with A  25-35 incubation as a result of a possible proton leak.  

We conclude that aging and the presence of A  induce changes in mitochondrial functioning 

in synaptosomes, and the combination of both exacerbates the mitochondrial dysfunction and the 

vulnerability of synapses that may have a role in the synaptic damage observed in AD.  
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III. INTRODUCCIÓN 

 

El envejecimiento es un proceso que conlleva a cambios biológicos incluyendo 

modificaciones de la función neuronal que pueden generar alteraciones en las habilidades 

cognitivas (den Dunnen y cols, 2008). Un grupo selecto de individuos presentan un 

envejecimiento “exitoso” caracterizado por tener cambios mínimos en la cognición y en 

diversos parámetros fisiológicos. Otros individuos pueden desarrollar cambios cognitivos 

con la edad que varían de intensidad, lo que los incluye en la categoría de envejecimiento 

“no exitoso” (Rowe y Kahn, 1987). Otro grupo de individuos con edad avanzada presentan 

alteración mínima en uno o más dominios cognitivos alterando su habilidad para llevar a 

cabo las actividades de la vida diaria sin llegar a la demencia. Esta categoría se conoce 

como deterioro cognitivo leve (DCL) (Barnes y cols, 2002). En casos más severos, durante 

el envejecimeitno se pueden desarrollar diversas enfermedades crónico-degenerativas como 

la enfermedad de Alzheimer (EA). La EA es un problema de salud pública que afecta al 2% 

de la población en países industrializados y se calcula que para el año 2040 la incidencia 

aumentará tres veces (Vincent y cols, 2010). Actualmente más de 35 millones de personas a 

nivel mundial la padecen siendo la causa más común de demencia (Herbert y cols, 2003). 

En el año 2004 la Secretaría de Salud reportó 360 mil casos en México (Gutierrez, 2010). A 

través de estimaciones indirectas con modelos epidemiológicos ha sido posible calcular que 

la prevalencia de la EA en México podría estar alrededor del 5% entre los sujetos mayores 

de 60 años (Gutierrez LM, 2010). 

 

Se ha señalado que el nivel educativo y el tabaquismo pueden influir en el riesgo de 

padecer EA (Rusanen y cols, 2010; Reitz y cols 2011) y algunos estudios sugieren que 

alteraciones sistémicas como la hipertensión arterial, la diabetes mellitus y la obesidad 

predisponen esta enfermedad, así como antecedentes de traumatismo cráneo-encefálico 

(Whitmer y cols, 2008; Raji y cols, 2010; Rönnema y cols 2011). Sin embargo, hasta el 

momento el principal factor de riesgo para la EA es la edad, sin que se reconozca 

claramente qué cambios particulares del envejecimiento contribuyen a desencadenar esta 

patología. Al aumentar la esperanza de vida y con una población cada vez mayor de 65 

años, se vuelve imperativo el estudiar los mecanismos por los cuales las funciones 
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cognitivas se alteran (Herbert y cols, 2003). Se requiere un mayor entendimiento de los 

eventos biológicos involucrados con la edad y como afectan la función cerebral global para 

que esta pueda ser tratada de manera más efectiva. 

 

La EA es un padecimiento neurodegenerativo (Herbert y cols, 2010) que se caracteriza por 

pérdida progresiva de la memoria y cambios en el lenguaje, la personalidad, y el estado de 

ánimo (McKhann y cols, 2011). El cuadro clínico suele debutar insidiosamente como 

pérdida intermitente de la memoria reciente y la dificultad para incorporar nueva 

información; es la etapa en la que los pacientes se califican con DCL (Albert y cols, 2011). 

En esa etapa los pacientes pueden tener alteraciones sutiles de la personalidad y de la 

conducta, del estado afectivo y del sueño, que se acentuarán con la evolución de la 

enfermedad (Petersen y cols, 1999). La evolución natural de la EA es de 3 a 9 años hasta 

llegar prácticamente a un estado de dependencia total (Herbert y cols 2003). A medida que 

la enfermedad avanza los pacientes van presentando una afasia progresiva con anomia y 

dificultad para expresar conceptos. La alexia y la agrafia siguen un curso de deterioro 

paralelo al del lenguaje oral (McKhann y cols, 2011). El diagnóstico de la EA es sólo de 

probabilidad a partir de los datos clínicos de la historia y de la exploración neurológica y 

neuropsicológica (Jack y cols, 2011), pues se carece de un análisis biológico preciso que 

permita el diagnóstico en vida (Hyman y cols, 2012). Sin embargo actualmente en algunos 

países se cuenta con pruebas de laboratorio estandarizadas que evalúan los niveles de la 

proteína Tau y el contenido de la Aβ en el líquido cefalorraquídeo (Fagan y cols, 2009). 

Para uso en los ensayos clínicos y en estudios sistemáticos se han propuesto diversos 

criterios (McKhann y cols, 2011), los más utilizados son los del DSM-IV y NINCDS-

ARDRA.  
 

 

Como se mencionó, el factor de riesgo más importante para padecer la EA es la edad ya que 

su incidencia se duplica cada 5 años a partir de los 65 años (Hirtz y cols 2007). Sin 

embargo existen factores de riesgo genéticos y ambientales que aumentan la incidencia de 

dicha enfermedad (Fratiglioni y cols, 1993). Dentro de los factores genéticos están las 

mutaciones en los genes que codifican para la proteína precursora del amiloide (APP) y las 

presenilinas presenilinas 1 y 2 (Vetrivel, 2006). Las mutaciones en estos tres genes 
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determinan la llamada Enfermedad de Alzheimer Familia (EAF), que representa menos del 

1% del total de casos. Existen además polimorfismos en genes que se consideran de riesgo 

como el gen que codifica para la APOE4 (Reiman, 1996). La inactividad física, la dieta alta 

en grasa y la pobre estimulación cognitiva son ejemplos de posibles factores de riesgo 

ambientales (Herbert y cols 2003). El diagnóstico definitivo de la EA se hace postmortem 

debido a que existen otras causas de demencia y porque no existe una prueba 100% 

sensible y específica que permita hacer el diagnóstico in vivo de la EA. En la biopsia 

postmortem se puede apreciar los hallazgos patológicos típicos del padecimiento como son  

la presencia de las marañas neurofibrilares intracelulares y de las placas amiloideas 

extracelulares (Tiraboschi y cols, 2004). Las placas amiloideas se forman por el depósito 

del péptido  amiloide ( A) que deriva de la APP. Las placas amiloideas se localizan en la 

neocorteza, el hipocampo y otras regiones subcorticales que son esenciales para la función 

cognitiva y la memoria (Bouras y cols. 1994).  

 

  

 
Figura 1. Imagen histopatológica de las placas amiloideas y marañas neurofibrilares en la corteza cerebral en un paciente con EA. 
(Modificada de Querfurth H y cols 2010) 
 
La neurotoxicidad mediada por este péptido se ha estudiado en modelos in vitro y se ha 

asociado con su capacidad de producir estrés oxidante, perturbar la homeostasis intracelular 

de calcio y activar vías apoptóticas (Cotman y cols 1992, Hisiao y cols 1996; Hsia y cols 

1999; Arias y cols 2002). Sin embargo, se desconoce si estos eventos junto con el 

envejecimiento celular predisponen a la toxicidad mediada por el A.  

 



8 
 

La actividad mitocondrial neuronal juega un papel importante en la patogenia de la EA. La 

A es capaz de entrar a la mitocondria, desacoplar la cadena respiratoria y promover la 

formación de especies reactivas de oxígeno (Manczak y cols 2006). El daño oxidativo es el 

resultado de un estrés oxidante continuo y depende de muchos factores incluyendo la 

producción de especies semireducidas del oxígeno a través del metabolismo aeróbico y la 

inhabilidad de los sistemas antioxidantes de contender con los ROS (Cooper, 1997). Se ha 

reconocido que el daño oxidativo aumenta con la edad (Smith y cols 1996). Este 

incremento dependiente de la edad puede asociarse a alteraciones bioquímicas 

mitocondriales como mutaciones en el DNA mitocondrial (mtDNA) y daño proteínas 

mitocondriales (Cardoso y cols, 2004) y pueden predisponer a la toxicidad mediada por el 

A.  

 

La proteína -amiloide ( A) y la hipótesis amiloidogénica 

Los péptidos de A son productos naturales del metabolismo neuronal y consisten en 

fragmentos de 36 a 43 aminoácidos que se originan del corte proteolítico de la APP por las 

acción de la  y  secretasas (Seubert y cols 1993). La APP es un miembro de una familia 

que comprende dos proteínas semejantes a ella, la APLPI y APLP2 (amyloid precursor like 

proteins). A pesar de que la función de la APP es incierta, se ha propuesto su papel 

fisiológico en el transporte, señalización neurotrófica, adhesión celular, señalización celular 

(Nixon y cols, 2007). La APP se codifica en un solo gen en el cromosoma 21 y se conforma 

por un dominio único transmembranal, un dominio grande extracelular y una cola 

citoplasmática pequeña (Coulson y cols, 2000). La APP se procesa de manera 

amiloidogénica y no amiloidogénica después de sintetizarse en el retículo endoplásmico 

rugoso (Mattson y cols, 2004) El procesamiento proteolítico de la APP (Figura 2) por las β 

y  secretasas llevan a la formación del péptido A (Mattson y cols 2004; Nixon y cols 

2007).   

 

La forma principal de A es la de 40 aminoácidos ( A40), que se encuentra en 

concentraciones nanomolares en el líquido cefalorraquídeo (Vigo-Pelfrey y cols 1993). Sin 

embargo, la forma de 42 aminoácidos ( A42) es la más fibrilogénica y se encuentra 

altamente enriquecida en los núcleos de las placas seniles en pacientes y en modelos de 
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animales transgénicos de la enfermedad (Kuo y cols 1996). Se ha descrito que las formas de 

agregación temprana u oligómeros intermedios y solubles de la A, son las formas con 

mayor toxicidad neuronal en diferentes modelos (Walsh y cols 2007). Estudios postmortem 

de pacientes con EA han demostrado que los oligómeros se acumulan en las terminales 

sinápticas (Walsh y cols 2005; Klyubin y cols 2008) y que la severidad del déficit  

cognitivo se correlaciona con la acumulación de los oligómeros de A en el cerebro (Lue y 

cols 1999).  

 

Se sabe que el desequilibrio entre la producción, secreción y agregación de los péptidos A 

hace que éstos se acumulen y dañen a las neuronas, dando origen a la hipótesis 

amiloidogénica (Kamenetz y cols, 2003; Tanzi y Bertram, 2005).   

NOAMILOIDOGÉNICA AMILOIDOGÉNICA

Membrana
Celular

Citosol

A
Expresión

Génica
Núcleo

-secretasa

A

Colesterol

-secretasa -secretasa

 
Figura 2. Representación esquemática del procesamiento de la proteína precursora de amiloide. (Figura tomada y modificada de 
Querfurth HW y cols, (2010).   La APP se procesa de manera amiloidogénica y no amiloidogénica después de sintetizarse en el retículo 
endoplásmico rugoso; este procesamiento se lleva a cabo en la membrana plasmática. En la vía no amiloidogénica las  secretasas cortan 
la APP dentro su dominio extracelular para generar un fragmento largo y soluble N-terminal (sAPP ) que se libera al exterior de la 
célula y un fragmento intracelular C-terminal (C83). Este fragmento es digerido por las  secretasas liberando al dominio amiloideo 
intracelular (AICD) y al fragmento p3. El procesamiento amiloidogénico se inicia por las  secretasas, BACE-1 (beta-site amyloid 
precursor protein cleaving enzyme 1). Estas enzimas actúan sobre la APP liberando el fragmento extracelular sAPP  y un fragmento 
intracelular C99. Este fragmento funciona como sustrato para las  secretasas que generan al péptido A y el AICD. Esta actividad ocurre 
dentro de la membrana plasmática en un proceso llamado “proteólisis intramembranal”  
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Disfunción mitocondrial inducida por el péptido  amiloide 

El péptido A es un compuesto tóxico para las mitocondrias; experimentos hechos por 

Butterworth y colaboradores (1990) demostraron que la actividad de la piruvato 

deshidrogenasa (PDH), enzima de la matriz mitocondrial que cataliza la reacción de 

descarboxilación oxidativa del piruvato, está reducida en la corteza parietal, temporal y 

frontal de los pacientes con EA. Experimentos hechos por Gibson y colaboradores en 1984 

demostraron que la actividad de la  cetoglutarato deshidrogenasa (KGDH), enzima de la 

matriz mitocondrial que participa en la conversión del 2-oxoglutarato a succinil-CoA en 

ciclo de Krebs, se encuentra reducida en la corteza temporal y parietal en pacientes con EA. 

Los mismos autores demostraron que los niveles de las subunidades E1k y E2k para KGDH 

se encontraban disminuidas en cerebros de pacientes con EA familiar. Estos resultados 

sugieren que el defecto en el ciclo de Krebs es un evento asociado con la cascada de 

alteraciones bioquímicas de la EA. Al analizar las diferentes enzimas del ciclo de Krebs de 

cerebro de pacientes con EA, se observó una reducción significativa en la actividad de PDH 

(41%), la isocitrato deshidrogenasa (ICDH, 27%) y la KGDH (57%) en la corteza 

prefrontal lateral. Más aun, la actividad reducida de la PDH y KGDH correlacionó con la 

reducción de la actividad cognitiva de los pacientes. Los autores también demostraron que 

la actividad reducida de PDH correlaciona con un mayor número de placas amiloideas 

(Gibson y cols 1988).   Otra enzima mitocondrial involucrada en la patogenia de la EA es la 

citocromo c oxidasa (COX), también conocida como complejo IV. Esta es una proteína 

transmembranal mitocondrial que funciona como enzima en la cadena de transporte de 

electrones. Parker y colaboradores (1990) reportaron una reducción de la actividad de la 

COX en mitocondrias plaquetarias de pacientes con EA. Estos autores encontraron que 

mientras la concentración del citocromo b, c1 y aa3 se mantenía estable, existía una 

depresión en la actividad de la cadena respiratoria, en especial la actividad de la COX. Kish 

y colaboradores (1999) demostraron que la actividad reducida de COX se encontraba en 

varias regiones cerebrales, incluyendo la corteza frontal (-26%), temporal (-17%) y parietal 

(-16%). Experimentos realizados por Valla y colaboradores (2001) en pacientes 

postmortem con EA demostraron que la actividad reducida de la COX es mayor en la 

corteza cingulada posterior y que estos hallazgos tienen una relación directa con la 
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evolución clínica de la EA. Los mismos autores en el año 2010 demostraron una 

disminución en la actividad de la COX por medio de tomografía por emisión de positrones 

(PET) en pacientes jóvenes con mutación para la APOEε4, siendo un hallazgo temprano de 

la EA.  

 

Utilizando mitocondrias purificadas de la corteza cerebral de ratones transgénicos con 

mutación humana de APP (TgmAPP), Mucke y cols (2000) demostraron que la A se 

acumula de manera progresiva en la matriz mitocondrial. De igual modo encontraron que 

esta acumulación se asocia con una actividad enzimática reducida de los complejos 

mitocondriales III y IV de la cadena respiratoria y con una disminución en el consumo de 

oxígeno. El estudio de la acumulación de A en las mitocondrias se evaluó utilizando 

animales de 4 y 24 meses de edad. La acumulación más rápida del A ocurrió entre los 8 y 

12 meses edad. Tanto la A40 y A42 se encontraron en la matriz mitocondrial, sin embargo 

los niveles de A42 fueron significativamente mayores. Utilizando microscopía confocal se 

demostró que el A colocaliza con la proteína HSP60, una chaperona mitocondrial 

(Caspersen, 2005). Las neuronas de la corteza e hipocampo de ratones transgénicos de APP 

mostraron una distribución simultánea de A y de HSP60. El 40% y 20% de las 

mitocondrias mostraron la presencia de A de manera simultánea en la corteza y el 

hipocampo de los ratones TgmAPP respectivamente, en contraste con los controles no 

transgénicos los cuales no mostraron A intramitocondrial. Se demostró, adicionalmente 

que la acumulación intramitocondrial de A provoca anormalidades de la función 

mitocondrial. Mientras el consumo de oxígeno fue parecido en ratones TgmAPP y 

controles a los 4 meses, a los 12 meses hubo un menor consumo de oxígeno de las 

mitocondrias de ratones transgénicos. Además, la actividad de los complejos III y IV se 

encontró disminuída de manera significativa a partir de los 10 meses de edad en los ratones 

transgénicos en comparación con el grupo control. Estos datos muestran que la 

acumulación mitocondrial del péptido A se correlaciona con cambios en el consumo de 

oxígeno y en la actividad de los complejos III y IV de la cadena respiratoria.   

 

Estrés oxidante en la EA 
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El estrés oxidante es una de las manifestaciones patológicas más conspicuas en la EA. El 

estrés oxidante se refiere a la oxidación de moléculas biológicas por especies reactivas de 

oxígeno (ROS) como el superóxido (O2-), el radical hidroxilo (OH-) y el peróxido de 

hidrógeno (H2O2). Los ROS son moléculas pequeñas altamente reactivas debido a la 

presencia de una capa de electrones de valencia no apareada que se producen normalmente 

durante el metabolismo celular (Cardenas y cols, 2002). En condiciones normales existe un 

equilibrio ente la generación de ROS y el sistema antioxidante de defensa; sin embargo, 

cuando hay sobreproducción de ROS y/o alteraciones en la capacidad antioxidante se 

produce estrés oxidante y daño celular. El cerebro tiene mayor susceptibilidad al daño 

oxidativo que otros órganos por su alto consumo de oxígeno. Las neuronas son 

particularmente vulnerables al estrés oxidante ya que presentan una alta tasa metabólica, 

una alta proporción de ácidos grasos polinsaturados en la membrana plasmática y una 

actividad reducida de las enzimas superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa 

(Smith, 1996; Cooper, 1997). Las mitocondrias generan la mayor parte de las ROS como 

productos de la fosforilación oxidativa.  

Los signos del estrés oxidante en los cerebros de pacientes con EA se manifiestan por la 

oxidación de proteínas, peroxidación lipídica, oxidación de los ácidos nucléicos y la gluco-

oxidación (Cotman y cols 1992, Hisiao y cols 1996; Smith 1996). El efecto directo de A 

en la función mitocondrial y estrés oxidante se ha demostrado en varios experimentos 

hechos in vitro. Estos experimentos mostraron que al momento de exponer a las neuronas 

en cultivo o a las mitocondrias aisladas con A, se generan ROS acompañados de una  

depleción de ATP y pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Pappolla y cols, 

1998; Hirai y cols, 2001; Swerdlow y cols, 2004; Manczak y cols, 2006). Estudios 

realizados en pacientes con EA y en modelos animales se ha encontrado que la inhibición 

del metabolismo energético induce a un incremento en la producción de ROS lo cual 

exacerba tanto la toxicidad neuronal y aumento en la generación de A (Smith y cols, 

2000). 

 

Daño sináptico y EA 

Un evento temprano que se reconoce en la patogenia de la EA es la pérdida de las 

terminales sinápticas. Esta pérdida correlaciona significativamente con la disminución de la 
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función cognitiva de los pacientes con EA. Los primeros estudios que mostraron esta 

asociación fueron hechos por Davies y colaboradores en 1987. Los autores mostraron por 

medio de estudios morfométricos de biopsias realizadas en pacientes con EA que a partir de 

2 a 4 años del inicio de los síntomas existía una reducción del 25 a 35% en la densidad 

numérica de la sinapsis en la corteza en relación con sujetos controles de la misma edad. 

Estas observaciones se corroboraron posteriormente al demostrar que el grado de déficit 

cognitivo se asocia con una reducción de casi el 25% en el contenido de la proteína de 

vesículas sinápticas, sinaptofisina (Terry y cols, 1991). Esta disminución se exacerba al 

avanzar la enfermedad haciendo que exista una correlación estrecha entre la pérdida 

sináptica y la presencia de síntomas de demencia. Más aún, estudios en modelos de ratones 

transgénicos de APP se ha observado que el número de terminales presinápticas positivas 

para sinaptofisina es 30% menor que el de ratones controles. De manera interesante, estos 

hallazgos histopatológicos aparecieron meses antes de que se observaran placas amiloideas 

(Masliah y cols, 2001). Estos resultados sugieren que la pérdida de las terminales 

presinápticas es un evento temprano que aparece antes que se desarrollen las placas 

amiloideas. En pacientes con DCL y en etapas tempranas de la EA existe una diminución 

del número de terminales sinápticas en el hipocampo y un aumento compensatorio en el 

tamaño de las sinapsis restantes (Scheff y cols, 2007). Durante el envejecimiento no 

patológico, también se ha reportado una pérdida sináptica particularmente en la región del 

giro dentado del hipocampo, particularmente (Mesaliah y cols, 2006; Lister y cols 2009).  

Existen varios factores que pueden intervenir en la vulnerabilidad de la sinapsis durante el 

envejecimiento y en la EA, incluyendo su alta tasa metabólica y oxidativa al igual que el 

constante recambio de calcio para sustentar la neurotransmisión y su capacidad plástica 

asociada con eventos de aprendizaje y memoria.  

Las terminales sinápticas son sitios donde se ha reportado la acumulación de oligómeros de 

A que promueven su disfunción y daño (Manczak y cols, 2006; revisado por Peña y cols, 

2006). Larson y cols (1999) han encontrado que la acumulación de A suprime la 

neurotransmisión y altera la potenciación a largo plazo (LTP) alterando el gradiente 

eléctrico. En experimentos in vitro se ha demostrado que el A 25-35 potencia la liberación 

de glutamato dependiente de despolarización en el hipocampo de ratas jóvenes y viejas 

(Arias y cols, 1995). Así mismo, se demostró que existe una liberación basal de glutamato 
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significativamente mayor que en las ratas jóvenes, lo cual apoya la hipótesis de que la A 

puede potenciar crónicamente la liberación de de neurotransmisores excitadores, el cual 

puede encontrarse incrementado en el cerebro envejecido y colaborar en la 

neurodegeneración. Por otro lado Mattson y colaboradores (1999) al igual que nuestro 

grupo (Mungarro-Menchaca y cols, 2002) mostraron que la activación local de las 

proteasas de cisteína, conocidas como caspasas, en la terminales sinápticas pueden iniciar el 

daño sináptico y posteriormente la muerte neuronal.  
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Figura 3. Representación esquemática de la disfunción sináptica en la Enfermedad de Alzheimer. (Tomado y modificada de Mattson y 
cols, 2004). El procesamiento alterado de la APP produce una mayor producción de Aβ a nivel sináptico. La APP se transporta en el axón 
y se acumula en las sinapsis en la EA. El Aβ a nivel sináptico provoca estrés oxidante, alteración en la homeostasis de calcio y altera la 
función mitocondrial.  
 

Modelos Experimentales de la EA 

Debido a la etiología compleja de la EA hasta el momento no existe un modelo que 

reproduzca por si mismo todas las características de la enfermedad. Se han generado 

diversos modelos animales que de forma parcial desarrollan las características conductuales 

e histopatológicas observadas en la EA. Los modelos se pueden subdividir en aquellos que 

desarrollan la patología amiloidea de forma natural con la edad y aquellos genéticamente 
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modificados para expresar formas mutantes presentes en la EA. Ambos modelos tienen el 

inconveniente que no necesariamente desarrollan todas las características de la EA 

 

La mayoría de los experimentos que han demostrado la toxicidad inducida por el A han 

utilizado las formas A1-40 o A1-42 que son las que se localizan en las placas amiloideas 

encontradas en la EA. Sin embargo, en este estudio utilizaremos el fragmento de 11 

aminoácidos A25-35 que se ha relacionado con algunas de las propiedades neurotóxicas y 

oxidantes de la proteína A completa (Yankner y cols, 1990; Pike y cols, 1993; Maurice y 

cols 1996; Stepanichev y cols 2003). Varios de los efectos nocivos de este fragmento se 

deben a que el A25-35 contiene al amino ácido metionina en la posición 35, el cual le 

confiere la capacidad oxidante a la proteína completa A1-42 (Butterfield y cols 2004). 

 

Dado que las terminales sinápticas son especialmente vulnerables al daño inducido por el 

péptido A, un modelo para analizar algunos de los mecanismos que subyacen al daño 

sináptico inducido por A es el uso de los sinaptosomas. Los sinaptosomas se aíslan de 

homogenados cerebrales y funcionan como elementos celulares independientes que 

retienen las enzimas necesarias para la glucólisis y contiene una o más mitocondrias. Así 

mismo preservan durante un tiempo todos los componentes celulares para que ocurra la 

liberación vesicular de neurotransmisores. Estas terminales aisladas se preparan a partir del 

tejido cerebral de diferentes regiones y permiten el estudio de la función mitocondrial bajo 

diferentes condiciones (Loscher W, 1985).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

 

 
IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Aunque el envejecimiento es el principal factor de riesgo para la EA, al momento se 

desconocen qué mecanismos biológicos asociados a éste pueden contribuir a incrementar la 

vulnerabilidad de las terminales sinápticas al daño inducido por la proteína A. Una 

posibilidad involucra la disminución de la actividad mitocondrial y el incremento en el 

estrés oxidante asociados a la edad. Por lo tanto, en el presente trabajo se hará la 

comparación de la actividad mitocondrial y la generación de las especies reactivas de 

oxígeno en sinaptosomas obtenidos de dos regiones, corteza cerebral e hipocampo 

obtenidos de ratas jóvenes (3 meses) y viejas (18-24 meses), en ausencia y presencia del 

fragmento 25-35 de la proteína A.  

 

 

 

V. HIPÓTESIS 

 

La toxicidad de la proteína A se exacerba en sinaptosomas de ratas viejas y se relaciona 

con un decremento en la función óxido-reductora mitocondrial y una mayor producción de 

radicales libres. 
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VI. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Comparar la actividad mitocondrial de los sinaptosomas de ratas jóvenes y viejas 

expuestas a la proteína A por medio del ensayo de reducción de MTT  

 

 Analizar el contenido de especies reactivas de oxígeno (ROS) por medio de la 

cuantificación de fluorescencia de rodamina-123 en sinaptosomas de ratas jóvenes y  

viejas en presencia y ausencia de la proteína A. 

 

 Evaluar el consumo de oxígeno de los sinaptosomas de ratas jóvenes y viejas 

expuestas a la proteína A. 

 

 Analizar la actividad del citocromo oxidasa en sinaptosomas de ratas jóvenes y 

viejas expuestas a la proteína A.   

 

 Analizar algunas alteraciones de la morfología mitocondrial de sinaptosomas de 

ratas jóvenes y viejas en ausencia y presencia de la proteína A. 
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VII. MÉTODOS 

 

VII.1 OBTENCIÓN DE SINAPTOSMAS 

Se utilizaron ratas Wistar machos jóvenes de 3 meses y viejas de 18-20 meses de edad. La 

purificación de la fracción sinaptosomal se realizó mediante el método descrito por Loscher 

et.al. (1985). Las ratas se decapitaron y se disecaron la corteza y el hipocampo en hielo 

(4°C). Los tejidos se homogenizaron en solución (1mg/ml) de sacarosa 0.32 M pH 7.2 con 

HEPES 5 mM (10% p/v). Los homegenados se centrifugaron a 4500 rpm durante 10 min, al 

término de los cuales se separaran los sobrenadantes. Estos se colocaron sobre 1 ml de 

sacarosa 1.2 M y se centrifugaron a 50000 rpm durante 15 min en un rotor de ángulo fijo 

modelo 80Ti. Tras esta centrifugación se obtuvo un pellet, un sobrenadante y una interfase. 

La interfase se diluyó en sacarosa 0.32 M para obtener un volumen final de 2 ml. La 

fracción se colocó sobre 1 ml de sacarosa 0.8 M para ser centrifugada nuevamente a 50000 

rpm durante 15 min. El pellet que se obtuvo correspondió a la fracción sinaptosomal la cual 

se resuspendió en 3 ml de buffer de Locke pH 7.2: NaCl 154 mM, KCl 5.6 mM, CaCl2 

2.3mM MgCl 1mM, NaHCO3 3.6 mM, glucosa 5 mM, HEPES 5mM, para el caso de la 

corteza cerebral y 2 ml en el caso del hipocampo. Finalmente se colocaron 50 M del 

péptido A 25-35 a 200 l de proteína sinaptosomal (50 µg). En la micrografía que se 

muestra abajo se representa un ejemplo de la morfología sinaptosomal de la fracción 

obtenida. 

 

 
Figura 4. Micrografía electrónica de un sinaptosoma cortical de rata. Se observa una mitocondria junto con las vesículas sinápticas 

(Mungarro-Menchaca et al., 2002).  
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VII.2 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL POR EL ENSAYO 

DE REDUCCIÓN DE MTT 

La actividad mitocondrial se evaluó mediante una técnica colorimétrica con la cual se 

cuantifica la actividad óxido-reductora de la cadena respiratoria. Esta técnica se basa en la 

cuantificación de las sales de formazán, que es un producto insoluble de color morado, 

generado a partir de la reducción del 3-(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difenil tetrazodio 

(MTT), un compuesto soluble capaz de incorporarse a las mitocondrias por la acción de 

deshidrogenasas en presencia de NADH (Mosmann, 1983). Al transcurrir el periodo de 3 h 

de incubación de los sinaptosomas con y sin βA, se agregó una solución de MTT (2% v/v) 

para obtener una concentración final de 100 M. Se incubaron los sinaptosomas con MTT 

durante una hora más. Al término de esta incubación, las muestras obtenidas se centrifugan 

a 500 rpm durante 5 min. A los sinaptosmas sedimentados se les agregaron 500ul de 

isopropanol ácido para así solublizar las sales de formazán. Las muestras fueron leídas en 

un espectrofotómetro a una longitud de onda de 570 nm. 

 

 
Figura 5. Reacción de MTT. 

 

VII.3 CONSUMO DE OXÍGENO 

La respiración mitocondrial se analizó utilizando el oxímetro de Clark (Figura 4). Este 

oxímetro consta de dos electrodos que se encuentran inmersos en una solución de KCl y 

separados del compartimento de reacción por una membrana de teflón la cual es permeable 

al oxígeno. Los electrodos constan de un ánodo hecho de cloruro de plata y de un cátodo 

hecho de platino. En el cátodo de platino los electrones reducen a las moléculas de oxígeno 

en agua permitiendo que los aniones de cloruro migren hacia el ánodo para liberar 
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electrones. Este movimiento de electrones se registra en un circuito externo (Clark y cols, 

1953). Los sinaptosomas obtenidos de las ratas jóvenes (2-3 meses) y viejas (18-24 meses) 

se incubaron en 3 ml de buffer de Locke sin glucosa a un pH 7.2: (NaCl 154 mM, KCl 5.6 

mM, CaCl2 2.3mM MgCl 1mM, NaHCO3 3.6 mM, HEPES 5mM) para el caso de la 

corteza cerebral y 2 ml en el caso del hipocampo. Se hicieron alícuotas de 1 ml. Cada 

muestra se introdujo en el compartimiento de reacción del oxímetro y se agregaron 2.2 ml 

de buffer de Locke sin glucosa y 0.6 ml de glucosa a 50 mM. La concentración final de 

glucosa en el compartimiento de reacción fue de 5 mM. El volumen final fue de 3.8 ml 

dentro del compartimiento. Utilizando estos valores se pudo calcular la cantidad de 

nanoátomos de oxígeno consumidos por minuto en cada una de las muestra. La figura 7 es 

una representación esquemática del trazo del consumo de oxígeno de los sinaptosomas.  
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Figura 6. Representación esquemática del oxímetro de Clark.  
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Figura 7. Representación esquemática de trazo de las oximetrías obtenidas de las mitocondrias de sinaptosomas obtenidos de corteza e 
hipocampo de ratas. La flecha indica el momento en el cual se administran los diferentes sustratos (glucosa, ascorbato, citocromo c).  
 

VII.4 ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD DEL CITOCROMO OXIDASA  

La actividad del citocromo c oxidasa (complejo IV) se registró utilizando un electrodo de 

oxímetro de Clark (Figura 6). Los sinaptosomas obtenidos de las ratas jóvenes (2-3 meses) 

y viejas (18-24 meses) se incubaron en 3 ml de buffer de Locke sin glucosa a un pH 7.2 

para el caso de la corteza cerebral y 2 ml en el caso del hipocampo. Las muestras se 

alicuotaron en 0.5 ml. Cada muestra se introdujo en el compartimiento de reacción del 

oxímetro junto con 1.6 ml de buffer de fosfato /EDTA a un pH 7.2 (KH2P04: 0.34 g, 

EDTA-Na2 H2 2H2O: 0.0186 g). Posteriormente se agregaron 0.2 ml de ascorbato pH 6 (0.1 

M), 0.12 ml de citocromo c y 0.04 ml de N,N,N´,N´-Tetrametil-p-fenilendediamina 

(TMPD) a 50 mM. El volumen final fue de 2.5 ml dentro del compartimiento. Utilizando 

estos valores, se calcularon los nanoátomos de oxígeno consumidos por minuto en cada una 

de las muestras. Los resultados fueron ajustados por miligramo de proteína, determinada 

por el método de Lowry. Este es un método colorimétrico de valoración cuantitativa de las 

proteínas. A la muestra se añade un reactivo que forma un complejo coloreado con las 

proteínas, siendo la intensidad de color proporcional a la concentración de proteínas. 
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VII.5 CUANTIFICACIÓN DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 

Este método se basa en la oxidación de la dihidrorodamina -123 (DHR) para formar el 

compuesto fluorescente Rodamina-123 que se detectó con un lector de placas de ELISA a 

505 nm. El H202 oxida a la DHR en presencia de peroxidasas. La DHR es una molécula no 

fluorescente que por oxidación da lugar a la rodamina 123; es un marcador flourescente 

catiónico y lipofílico. La lipofilicidad de la DHR facilita su difusión a través de la 

membrana celular. Durante la oxidación de la DHR a rodamina 123, uno de los aminos 

equivalentes tautomeriza a una imina efectiva atrapando a la rodamina 123 dentro de la 

célula. (Gomes y cols, 2005). 

Se tomaron 10 l de la suspensión de sinaptosomas de corteza y 20 l de la suspensión de 

sinaptosomas de hipocampo previamente resuspendidos en buffer de Locke. Después de 

haberse incubado los sinaptosomas obtenidos de ratas jóvenes (2-3 meses) y viejas (18-24 

meses), se centrifugaron a 10000 rpm por 2 minutos. El sobrenadante se desechó. Al botón 

se le agregaron 360 l de buffer A pH 7.4 (NaCl 140mM, KCl 5mM, MgSO4.7H2O 0.8 

mM, CaCl2 1.8 mM, glucosa 5 mM, HEPES 15 mM) y 40 l de solución stock de 

dihydrorhodamina -123 (concentración final 1um). Los sinaptosomas se resuspendieron y 

se traspasaron a una placa de ELISA y posteriormente fueron incubados a 37ºC por 2 

minutos. La fluorescencia se detectó en un lector de placas a 505 nm. La absorbancia de las 

muestras se ajustó a la cantidad de proteína de las muestras. La cantidad de proteína de las 

muestras se calculó utilizando el método de Lowry. 

 

 

VII.6 ANÁLISIS DE TERMINALES SINÁPTICAS POR MICROSCOPÍA 

ELECTRÓNICA 

Doscientos g de proteína sinaptosomal fueron centrifugados y el pellet se fijó por 30 

minutos en glutaraldehido al 3% con un pH de 7.4. Después de un lavado con el buffer de 

fosfato, el pellet se fijó en tetraóxido de osmio al 1%. Las secciones se incluyeron en una 

resina y se cortaron con un cuchillo de diamante y se tiñeron con acetato de uranilo. Las 

muestras se procesaron para microscopía electrónica y se analizó la presencia de vesículas 

así como la estructura de la membrana externa y crestas mitocondriales. 
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VII.7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos se expresaron como medias ± ES. La significancia estadística se calculó 

utilizando la prueba de ANOVA a partir de 3 a 6 determinaciones independientes hechas 

por duplicado y se consideraron significativas cuando se obtuvo una p <0.05. 
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VIII. RESULTADOS 

 

VIII.1. La actividad oxidorreductora mitocondrial se encuentra disminuida en 

sinaptosomas de ratas viejas y se exacerba en presencia de A. 

 En la figura 8 se muestra el porcentaje de reducción de MTT de los sinaptosomas 

obtenidos de corteza e hipocampo de ratas jóvenes y viejas después de 3 h de incubación 

con el buffer de Locke en presencia y ausencia de A 25-35. Se observa que la reducción 

de MTT disminuyó 15% en los sinaptosomas corticales de ratas viejas en comparación con 

las de ratas jóvenes (p<0.05). Cuando los sinaptosomas de corteza del grupo de ratas viejas 

se incubaron con el péptido A, la reducción de MTT alcanzó un 20% y no fue 

estadísticamente significativo entre ratas jóvenes y viejas (p = 0.34). En el caso del 

hipocampo se observó una disminución en la reducción de MTT del 13% en los 

sinaptosmas de ratas viejas en comparación con las de ratas jóvenes (p = 0.034). Esta 

disminución alcanzó el 35% en presencia de A en sinaptosomas de ratas viejas comparada 

con una reducción del 16% (p = 0.025) en el grupo de jóvenes. Estos resultados indican que 

los sinaptosomas obtenidos de ratas viejas reducen menos MTT que los jóvenes y que, 

particularmente los del hipocampo, tienden a ser más susceptibles a los efectos deletéreos 

del A. 
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Figura 8. Porcentaje de reducción de MTT en sinaptosomas de corteza e hipocampo  obtenidos de ratas jóvenes de 3 meses de edad 
y ratas viejas de 18-24 meses de edad| en presencia y ausencia del A 25-35. Los datos son promedio ± ES  (n=6) * p<0.05 en 
comparación con la corteza y el hipocampo control (sin exposición al A25-35); & p<0.05 entre las ratas jóvenes y ratas viejas. 

  

 

VIII.2. La edad y el péptido A aumentan el consumo de oxígeno en los sinaptosomas 

de las ratas jóvenes y viejas. 

En la figura 9 se muestra el consumo de oxígeno de los sinaptosomas obtenidos de corteza 

de ratas jóvenes en comparación con las obtenidas de ratas viejas. En condiciones basales 

no se encontraron diferencias en la respiración mitocondrial entre jóvenes y viejos. Sin 

embargo, en presencia de A 25-35 el consumo de O2 aumentó significativamente un 15% 

en el caso de de los sinaptosomas hipocampales de ratas viejas (p = 0.04) y un 40% en los 

corticales de este mismo grupo, comparado con lo obtenido en jóvenes (p = 0.01).  



26 
 

 
Figura 9. Porcentaje de consumo de oxígeno  en sinaptosomas de corteza e hipocampo  obtenidos de ratas jóvenes de 3 meses de 
edad y ratas viejas de 18-24 meses de edad en presencia y ausencia del péptido -amiloide. Los datos son promedio ± ES (n=6). * 
p<0.05 en comparación con la corteza y el hipocampo control (sin exposición al A 25-35); & p<0.05  entre las ratas jóvenes y ratas 
viejas. 

 

VIII.3. Efecto de la edad y el péptido A en la actividad de la citocromo oxidasa en 

sinaptosomas de corteza e hipocampo. 

La actividad de la enzima citocroma oxidasa se muestra en la figura 10 y se representa 

como nmolO2/min/mg de proteína sinaptosomal. La actividad promedio de la citocromo 

oxidasa en la corteza de ratas de 3 meses fue de 139 + 15 nmolO2/min/mg. Al momento de 

exponerlos sinaptosomas al péptido A 25-35, se observó un incremento promedio de en un 

38% (191 + 17 nmolO2/min/mg), aunque no fue estadísticamente significativo (p = 0.21). 

Los sinaptosomas obtenidos de corteza del grupo de ratas viejas presentaron una actividad 

promedio ligeramente mayor que la de los jóvenes (191 + 15 nmolO2/min/mg), sin llegar a 

ser estadísticamente significativa (p = 0.34). Cuando se expusieron los sinaptosomas de 



27 
 

corteza o hipocampo con el péptido A, no hubo cambios significativos en ningún caso. 

 
Figura 10. Actividad de la citocromo oxidasa expresada en consumo de oxígeno en nmolO2/min/mg de proteína en sinaptosomas de 
corteza e hipocampo obtenidos de ratas jóvenes y viejas, en presencia y ausencia del péptido A (n=4). 
 

VIII.4. Contenido de ROS en sinaptosomas de ratas jóvenes y viejas en ausencia y 

presencia del péptido -amiloide 

Con el objeto de cuantificar la producción de especies reactivas de oxígeno se utilizó la 

técnica fluoromética de rodamina-123. Los resultados muestran que la cantidad basal de 

ROS es menor en la corteza de ratas viejas en comparación con las ratas jóvenes (Figura 

11). Al exponerse por 3 horas al péptido A25-35, se observó un incremento significativo 

solo en el caso de las ratas viejas (40% de incremento) en comparación al control. En los 

sinaptosomas hipocampales de ratas viejas el contenido de ROS fue significativamente 

mayor (p = 0.023) que en los obtenidos de ratas jóvenes. Después de 3 horas de exposición 

al péptido A25-35, la producción ROS se incrementó significativamente en ambos grupos 

(25% en jóvenes y un 10% en viejas) (p<0.05). 
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Figura 11. mol de rodamina-123 producidas por miligramo de proteína de sinaptosomas de corteza e hipocampo obtenidos de ratas 
jóvenes de (3 meses) y viejas (18-24 meses). Los resultados son promedio ± ES (n=4). * (p<0.05) cuando se compara la corteza con 
el hipocampo (sin exposición al A 25-35); - (p<0.05) entre las ratas jóvenes y ratas viejas. 

 

VIII.5. Cambios ultraestructurales en sinaptosomas corticales de ratas jóvenes y 

viejas 

Los sinaptosomas de hipocampo de ratas jóvenes y viejas se visualizaron por microscopía 

electrónica y las imágenes representativas se muestran en las figuras 12 y 13. En 

sinaptosomas de ratas jóvenes se puede apreciar claramente su morfología característica 

con una membrana sellada, la presencia de múltiples vesículas sinápticas claras y una o más 

mitocondrias en su interior (Figura 12.A; Figura 13.A; Figura 13.B). Los sinaptosomas 

obtenidos a partir de ratas viejas muestran mitocondrias agrandadas con una membrana de 

mayor grosor y un desarreglo de las crestas mitocondriales que parecen hinchadas (Figura 

12.B; Figura 13.C; Figura 13.D). El desarreglo y el posible edema mitocondrial observados 

en los sinaptosomas de ratas viejas, se hacen más evidentes al momento de incubarlas con 

el péptido A 25-35 (Figura 12.D). Los sinaptosomas de ratas joven incubados por 3 horas 

con el péptido A 25-35 muestran la presencia de reclutamiento vesicular y movilización 



29 
 

hacia el sitio activo más en comparación con las ratas control, como hemos reportado 

previamente (Mungarro-Menchaca y cols., 2002) (Figura 12.C).  

 

 
Figura 12. Micrografías electrónicas representativas de sinaptosomas de corteza obtenidos de ratas jóvenes de 2-3 meses de edad y viejas 
de 18-24 meses de edad con y sin exposición al péptido βA 25-35. (A) Sinaptosomas control obtenidos de corteza de ratas jóvenes de 3 
meses de edad. Se observa que la membrana de los sinaptosomas está sellada con múltiples vesículas sinápticas con una o más 
mitocondrias. (B) Sinaptosomas obtenidos de corteza de ratas viejas de 18 – 24 meses de edad. Observamos que la membrana 
mitocondrial es de mayor grosor y las mitocondrias están agrandadas (C) Sinaptosomas obtenidos de corteza de ratas jóvenes de 3 meses 
incubados con βA 25-35. Observamos en la imagen reclutamiento de vesículas sinápticas (D) Sinaptosomas obtenidos de corteza de ratas 
viejas de 18 – 24 meses incubadas con βA 25-35. Observamos mayor el desarreglo de las crestas mitocondriales y posible edema 
mitocondrial. Magnificación 25.000x. 
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(A)
(B)

(C) (D)

 

Figura 13. Micrografías electrónicas de los sinaptosomas de corteza obtenidos de ratas jóvenes de 3 meses de edad y viejas de 18-24 a 
mayor magnificación (30.000x). (A) Sinaptosomas control obtenidos de corteza de ratas jóvenes. Magnificación 25.000x. (B) Los 
mismos sinaptosomas a mayor amplificación. La membrana mitocondria y las crestas se ven bien preservadas. (C) Sinaptosomas 
obtenidos de corteza de ratas viejas de 18 – 24 meses (x 25.000) y su maginificación en (D).Se puede observar claramente un desarreglo 
importante de la citoarquitectura mitocondrial.   
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IX. DISCUSIÓN 

 

El presente trabajo se llevó a cabo en un modelo in vitro, el cual permitió estudiar los 

efectos del A 25-35 sobre terminales nerviosas aisladas. Este modelo ha demostrado ser 

muy útil para el análisis de eventos funcionales como la neurotransmisión pero también 

para evaluar la función mitocondrial en un sistema enriquecido y prácticamente aislado. 

Nuestros resultados demostraron que la toxicidad de la proteína A se exacerba en 

sinaptosomas de ratas viejas correlacionando con un decremento en la función oxido-

reductora mitocondrial y una mayor acumulación de ROS. Estos resultados sugieren que el 

envejecimiento se asocia con alteraciones mitocondriales que pueden contribuir a la pérdida 

de la integridad sináptica y que incrementan la vulnerabilidad a la A. La administración 

del fragmento 25-35 del A en terminales nerviosas de ratas viejas, disminuyó 

considerablemente la capacidad reductora mitocondrial, particularmente en los 

sinaptosomas asilados del hipocampo (Figura 8). Estos resultados corroboran varios 

estudios in vitro sobre los efectos de la A en las propiedades mitocondriales (Pappolla 

M.A y cols, 1998; Hirai K y cols, 2001; Swerdlow R.H y cols, 2004; Manczak M y cols, 

2006; Moreira y cols, 2001; 2002). Experimentos previos han demostrado que a 

concentraciones micromolares la proteína A es capaz de generar ROS, depletar el ATP, 

reducir el consumo de oxígeno e inhibir enzimas de la cadena respiratoria en células PC12 

(Shearman M.S y cols, 1994). Evidencia previa del laboratorio ha demostrado que tanto in 

vivo como in vitro, la toxina mitocondrial, 3-NP exacerba la toxicidad inducida por A en 

el hipocampo (Arias y cols, 2002; Montiel, y cols, 2006). Por otro lado también se ha 

demostrado que la movilización de Ca2+ de pozas endógenas potencia esta toxicidad por un 

mecanismo de disfunción mitocondrial e induce cambios morfológicos semejantes a los 

reportados en este trabajo (Mungarro-Manchaca y cols, 2002).  

El envejecimiento es el principal factor de riesgo para desarrollar la EA, y hasta el 

momento no se conoce qué cambio o cambios bioquímico/funcionales incrementen la 

vulnerabilidad al daño sináptico y/o neuronal. En este trabajo observamos que la presencia 

del A 25-35 aumentan la cantidad de especies reactivas de oxígeno en sinaptosomas 

(Figura 11). Algunas de las condiciones que se han reportado asociadas al envejecimiento 

son la acumulación de ROS y la disminución de la función mitocondrial, probablemente 
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resultado de un daño en el DNA mitocondrial (Cardoso SM y cols, 2004) o en los sistemas 

de fusión/fisión mitocondrial. 

 Las ROS son moléculas pequeñas altamente reactivas debido a la presencia de una capa de 

electrones de valencia no apareada que se producen normalmente durante el metabolismo 

celular (Cardenas E y cols, 2002). Se sabe que la mitocondria es una fuente importante de 

radicales libres ya que alrededor del 1% del oxígeno molecular que entra a la cadena 

respiratoria no se reduce completamente llevando a la formación del radical superóxido 

(Wallace D.C, 2005). El estrés oxidante relacionado con una disfunción mitocondrial puede 

exacerbarse por diversos procesos patológicos, por el aumento en la demanda metabólica y 

por la edad (Moreira y cols, 2005). Se sabe que el A puede penetrar las membranas y se ha 

encontrado acumulado en mitocondrias y particularmente en contacto con los complejos de 

la cadena respiratoria (Reddy y cols, 2006). Esto puede provocar una disfunción 

mitocondrial y, como consecuencia, podría estar incrementando la producción de ROS 

como se demuestra en este estudio (Figura 11). Por otro lado, está documentado que las 

terminales sinápticas son sitios de alta demanda energética y dado que la transmisión 

sináptica requiere niveles altos de ATP celular para la liberación de de neurotransmisores, 

modificaciones pequeñas y crónicas de la actividad mitocondrial pudieran tener impacto en 

la integridad sináptica a lo largo del envejecimiento (Reddy PH y cols, 2008). Se debe 

puntualizar además que los sitios de mayor daño estructural en la EA, son aquellos de alta 

plasticidad sináptica, lo que explicaría la mayor vulnerabilidad de regiones como el 

hipocampo. Lo anterior, aunado a la presencia de A, potenciaría la disfunción de las 

mitocondrias sinápticas y disminuiría la producción de ATP, aumentando la producción de 

ROS, y en conjunto contribuyendo a la degeneración de la sinapsis. Nuestros resultados 

muestran que la edad y la exposición al A, correlacionan con la disminución de la 

capacidad funcional de la mitocondria y a su vez, con un aumento en la producción de 

ROS. Estos hallazgos pueden ser importantes para entender ciertos eventos que conducen a 

la disfunción sináptica temprana que ocurre en la EA. 

 

Otro hallazgo interesante que merece ser analizado con mayor detenimiento en un trabajo 

futuro es el hecho de que en el envejecimiento y en presencia del péptido A parece existir 

un incremento en el consumo de oxígeno (Figura 8) y, además se observó una tendencia 
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(hasta el momento no significativa) en aumentar la actividad de la citrocromo oxidasa 

(Complejo IV) a mayor edad y en presencia de A (Figura 9). Aunque estos hallazgos 

parecen contradecir estudios previos en donde se ha demostrado que la edad disminuye el 

consumo de oxígeno y la actividad de los complejos enzimáticos mitocondriales (Curti y 

cols, 1990; Bowling y cols, 1993; Ferrandiz y cols, 1994), se debe tener en cuenta que este 

estudio involucra cambios muy agudos, porque en los experimentos de oximetría se valoró 

el efecto inmediato del péptido. Es posible que en estados crónicos de exposición, 

finalmente se produzca la disminución observada en los trabajos mencionados. De 

cualquier manera, un incremento en el consumo de oxígeno puede reflejar un estado 

desacoplado de la cadena respiratoria que estaría acorde con una disfunción mitocondrial 

inicial. En la década de los años ochentas se descubrió que existen deficiencias en la 

actividad de las enzimas piruvato deshidrogenasa y de la α-cetoglutarato deshidrogenasa en 

pacientes con EA (Perry y cols 1980; Sorbi y cols 1983; Gibson y cols, 1988). La actividad 

reducida de la COX se reporto por primera vez en 1990 en plaquetas de pacientes con EA 

(Parker y cols, 1990). El mecanismo propuesto de la inhibición del complejo IV por A 

incluye el bloqueo de los canales de importación de la mitocondria y disminución del 

importe de subunidades nucleares del complejo IV (Reddy, 2006); secuestro del grupo 

hemo por A (Atamana H, 2006) e interacción de A con la alcohol deshidrogenesa 

(ABAD) (Lustbander J.W y cols, 2004). Con la edad, la actividad enzimática de los 

complejos I y IV se encuentran disminuidos en mitocondrias aisladas de ratas (Benzi y cols, 

1992; Lenaz G y cols 1997; Martinez M y cols, 1994). Existe controversia si la función 

mitocondrial altera la dinámica del A o si es el A quien altera la función mitocondrial en 

la EA. En los pacientes con EA, la actividad reducida de la COX y el depósito de placas 

amiloideas se hacen evidentes cuando hay un deterioro cognitivo leve, o incluso antes de 

que este se manifieste. La actividad de la COX está reducida en mitocondrias aisladas de la 

corteza de pacientes jóvenes que portan la isoforma de la APOE ε4 y esta apolipoproteína 

es capaz de unirse a la A y alterar su agregación (Valla y cols, 2010).  

Una posible explicación al aumento del consumo de oxígeno de los sinaptosomas obtenidos 

de las ratas jóvenes y viejas (Figura 8) y a la tendencia en el aumento de la actividad de la 

COX (Complejo IV) a mayor edad y en presencia de A (Figura 9) se refiere al posible 

desacoplamiento de la cadena del transporte de electrones (Cardoso S, Santos M, 2013).   
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El desacoplamiento mitocondrial también conocido como fuga de protones es un proceso 

en el que los protones vuelven a entrar a la matriz mitocondrial sin contribuir a la síntesis 

de ATP (Cox, 2004). El desacoplamiento hace desaparecer el gradiente de protones sin 

intervención de la ATP sintasa, de este modo se prosigue el transporte de electrones a ritmo 

rápido y el sistema hace un intento inefectivo de restaurar el gradiente. La energía 

producida por el transporte de electrones se descarga en forma de calor en vez de utilizarse 

para la síntesis de ATP (Werner, Muller-Esterl, 2008). El consumo de oxígeno aumenta 

cuando existe fuga de protones (Harper ME, Brand M, 1993). Joyce y cols (2003) 

describieron el metabolismo energético mitocondrial en sinaptosomas obtenidos de ratas 

viejas (24 meses) y jóvenes (3 meses), utilizando el oxímetro de Clark para medir el 

consumo de oxígeno. Aunque no encontraron diferencias significativa en la tasa de 

consumo de oxígeno en ambos grupos, demostraron que el 85% del consumo de oxígeno de 

las mitocondrias de corteza obtenidos de ratas jóvenes y viejas es el resultado de una fuga 

de protones a través de la membrana mitocondrial interna. La formación de superóxido 

tiene implicaciones con la fuga de protones a través de las proteínas desacopladoras 1 

(UCP-1). Las UCP-1 permiten que los protones reingresen a la matriz mitocondrial sin que 

se capture energía en forma de ATP. Echtay K y cols (2002) demostraron que a través de la 

interacción de la UCP-1 con el superóxido en tejido adiposo, se disminuía la producción 

mitocondrial de ROS, siendo un mecanismo potencial para la reducción de ROS. El 

aumento en el consumo de oxígeno en los sinaptosomas de ratas viejas al incubarse con A 

puede ser la consecuencia del desacoplamiento mitocondrial que a su vez estaría 

subyaciendo la reducción de ROS (Skulachev, 1996). 

 

Manczak M y cols (2005) demostraron una mayor expresión de los genes mitocondriales de 

los complejos I, III, IV y V en ratones de 12 a 18 años en comparación con los ratones de 2 

meses de edad. Estos resultados sugieren un potencial mecanismo de sobreproducción de 

proteínas de transferencia de electrones. Los mismos autores observaron que la 

sobreexpresión del mRNA de los genes mitocondriales disminuía en los ratones de 24 

meses sugiriendo que la sobreexpresión de genes mitocondriales no puede sostenerse 

suficiente tiempo y la expresión tiende a disminuir en etapas tardías del envejecimiento. Es 

posible que el aumento en el consumo de oxígeno (Figura 8) y de la actividad de la COX a 
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mayor edad y en presencia de A 25-35 (Figura 10) sean mecanismos compensatorios 

iniciales y que posteriormente haya una disminución en su actividad al progresar el daño. 

La hipótesis de la cascada mitocondrial en la EA propone que los genes son los que 

determinan la función y la durabilidad mitocondrial (Swerdlow y cols, 2004). Tanto los 

genes nucleares y mitocondriales (mtDNA) y el daño ambiental contribuyen al 

mantenimiento de la función mitocondrial (Swerdlow y cols, 2009). La homeostasis celular 

y sináptica pueden compensar y adaptarse a los cambios asociados con la edad, sin 

embargo llega un punto en el cual la compensación puede ya no ser posible. La hipótesis de 

la cascada mitocondrial propone que el inicio de daño mitocondrial se determina por 

mutaciones del DNA mitocondrial en conjunto con la disfunción mitocondrial inducida por 

el ambiente. 

 

Nosotros observamos que la edad y la presencia de A alteran de manera importante la 

morfología sinaptosomal. El análisis ultraestructural mostró que el péptido A 25-35 causó 

reclutamiento de vesículas, presencia de vesículas pleomórficas y movilización hacia el 

sitio activo (Figura 12.C), sugiriendo que el péptido A es capaz de activar un mecanismo 

de exocitosis. En los sinaptosomas obtenidos de cortezas de ratas viejas, las mitocondrias se 

observa con mayor edema, demostrado por el desarreglo de las crestas y un engrosamiento 

de la membrana externa (Figura 12.B; 12.D; 13.C; 13.D). Estas imágenes sugieren que las 

mitocondrias de las ratas viejas tienen daño ultraestructural mitocondrial, lo que aporta más 

evidencias en este sentido. Estas observaciones concuerdan con los estudios 

ultraestructurales previos de cerebros de pacientes con EA. Hirai y cols (2001) realizaron 

una descripción ultraestructural detallada de los cerebros de pacientes con EA y 

describieron una mayor masa mitocondrial en las neuronas durante el envejecimiento y que 

este cambio persistía en la EA. Muchas mitocondrias cerebrales en pacientes con EA 

muestran distintas formas de desarreglo, así como degradación lisosomal. Las neuronas de 

pacientes con EA tienen un menor número de mitocondrias con aspecto normal en 

comparación al tejido de pacientes sanos, y se correlaciona con un número mayor de 

deleciones de 5kb en el DNA mitocondrial (Cardenas E y cols, 2002).  
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Nuestros resultados señalan que los sinaptosomas aislados a partir del hipocampo parecen 

ser más sensibles a los efectos del A 25-35 en comparación a los sinaptosomas obtenidos 

de la corteza, lo que refleja una vulnerabilidad del hipocampo al envejecimiento y a la 

exposición del A. El hipocampo es de las regiones que más tempranamente y más 

severamente se dañan en la EA. Estas observaciones las hicieron por primera vez por 

O’Keefe y Destovsky (1971) al demostrar que los pacientes con alteraciones en la memoria 

espacial y episódica tenían daño hipocampal. Estos hallazgos se confirmaron 

posteriormente en diferentes modelos animales (Bouras y cols. 1994). Geinisman y cols 

(1992) cuantificaron el número de sinapsis en el hipocampo de ratas jóvenes y viejas por 

medio de estereología. Ellos observaron una disminución del 24% de la sinapsis 

axoespinosas en las ratas viejas en comparación con las jóvenes. También mostraron una 

reducción en la amplitud de los potenciales excitadores postsinápticos. Estos datos sugieren 

que la edad deteriora el número y la función de las terminales sinápticas en el hipocampo.  

El hipocampo y su entrada colinérgica son un substrato neuroanatómico importante para los 

procesos de aprendizaje y memoria. Dado que las alteraciones en la memoria y aprendizaje 

son una consecuencia común de eventos neurotóxicos, es posible que el hipocampo sea un 

sitio blanco importante por sus características metabólicas asociadas con su gran 

plasticidad.  

 

Dado que las terminales sinápticas son especialmente vulnerables en la EA, los 

sinaptosomas representan un modelo para el estudio in vitro de los eventos de toxicidad que 

se relacionan con el envejecimiento natural y la presencia del A (Loscher y cols, 1985; 

Arias y cols, 2002). Con los resultados obtenidos se demostró que la toxicidad de la 

proteína A se exacerba en sinaptosomas de ratas viejas, y se relaciona con un decremento 

en la función oxido-reductora mitocondrial y acumulación ROS. En resumen, estos 

resultados sugieren que la edad y que la presencia del fragmento A 25-35 son capaces de 

inducir cambios en la función mitocondrial en las terminales sinápticas aisladas, y que la 

combinación de ambos contribuye a exacerbar la disfunción. Observamos también un 

aumento en el consumo de oxígeno y una ligera tendencia a incrementar la actividad de la 

COX en los sinaptosomas obtenidos de corteza de ratas de viejas y en presencia del A 25-

35. Es posible que el aumento en el consumo de oxígeno y de la actividad de la COX a 
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mayor edad y en presencia de A 25-35 sean mecanismos compensatorios iniciales con una 

reducción posterior al progresar el daño. Observamos efectos más severos en el hipocampo, 

el cual es una región cerebral importante en las funciones cognitivas, pudiendo explicar el 

deterioro cognitivo en los pacientes con EA. Corroboramos que la edad y la presencia del 

péptido A 25-35 donde inducen cambios morfológicos en los sinaptosomas. A mayor 

edad, las mitocondriass se observan con mayor edema, demostrado por el desarreglo de las 

crestas.  

 

A diferencia de los estudios realizados in vitro, los cuales revelan la neurotoxicidad del A, 

en los estudios en humanos la A no parece actuar como una neurotoxina potente. La 

deficiencia mitocondrial en EA y su papel en la etiología de la EA todavía no se ha 

definido, sin embargo se sugiere que los cambios mitocondriales son eventos tempranos en 

la fisiopatología de esta enfermedad y juegan un papel importante en su etiología. Es 

necesario comprobar por medio de otros ensayos el posible desacoplamiento mitocondrial 

que proponemos como explicación al aumento en el consumo de oxigeno y de la actividad 

de la COX (Figura 8; Figura 10). Para un trabajo futuro se propone medir la cinética de los 

de protones, el potencial de membrana mitocondrial, la oxidación de sustratos para valorar 

los diferentes sitios del sistema de fosforilación oxidativa, además de analizar la 

susceptibilidad de mitocondrias sinápticas contra mitocondrias del soma neuronal. 
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X. CONCLUSIONES 

 

 Los sinaptosmas son un buen modelo para estudiar los mecanismos de toxicidad de 

la proteína A. 

 

 Los sinaptosomas obtenidos de ratas viejas son más susceptibles a la toxicidad de la 

A 25-35 comparados con los de ratas jóvenes. 

 

 La edad y la presencia de A 25-35 favorecen un aumento en el consumo de O2 

sugiriendo un posible desacoplamiento mitocondrial. 

 

 Los sinaptosomas aislados a partir del hipocampo parecen ser más sensibles que los 

obtenidos de corteza a los efectos del A 25-35. 

 
 La edad y la presencia del péptido A 25-35 se asocian con cambios morfológicos 

en los sinaptosomas. 

 

 El envejecimiento y la presencia de A 25-35 aumentan la cantidad de especies 

reactivas de oxígeno en los sinaptosomas. 

 
 La producción de especies reactivas de oxígeno tiene correlación con la alteración 

en la actividad mitocondrial en los sinaptosomas. 
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