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RESUMEN 

Introducción: Los astrocitos son células gliales que desempeñan funciones esenciales para 

el correcto funcionamiento del sistema nervioso central. Existe evidencia de que los 

astrocitos juegan un papel importante ante el daño inducido por agentes tóxicos en el SNC al 

participar en el mantenimiento de la homeostasis. La mitocondria provee a los astrocitos de 

sustratos metabólicos y de la energía –ATP- necesaria para llevar a cabo sus funciones. 

Diferentes inhibidores de la cadena de transporte de electrones como la rotenona, la 6-

hidroxidopamina, el ácido-3-nitropropiónico y el malonato producen efectos neurotóxicos que 

se han caracterizado principalmente por la muerte neuronal que generan. Sin embargo, se 

desconoce el efecto que estos compuestos ejercen sobre la función mitocondrial de los 

astrocitos aislados de diferentes regiones cerebrales. Esta información es relevante para el 

conocimiento de la bioenergética de los astrocitos y el entendimiento de las diferencias 

metabólicas que les hacen menos susceptibles al daño ante agentes tóxicos. 

 
Objetivo general. Estudiar la respuesta de los complejos I y II de la cadena de transporte de 

electrones en cultivos primarios de astrocitos tratados con rotenona, la 6-hidroxidopamina, el 

ácido 3-nitropropiónico y el malonato. 

 
Objetivos particulares. A) Determinar la pureza de los cultivos. B) Evaluar la reducción de 

MTT y la morfología en astrocitos tratados con inhibidores de la CTE. C) Evaluar la actividad 

del complejo I de la CTE en astrocitos tratados con rotenona o 6-OHDA. D) Evaluar la 

actividad del complejo II de la CTE en astrocitos tratados con ácido 3-nitropropiónico y 

malonato. D) Determinar la presencia de una subunidad de cada complejo de la CTE 

(complejo I: NDUFB8 de 20 kD, complejo II: SDHB de 30 kD, complejo III: Core protein 2 de 

48 kD, complejo IV: MTCO1 de 40 kD, y complejo V: ATPASA de 55 kD). 

 
Metodología. Se prepararon cultivos primarios de astrocitos aislados de corteza, hipocampo 

y estriado de ratas Wistar recién nacidas (P0). Para verificar la pureza de los cultivos, se 

estableció la identidad de las células mediante inmunocitoquímica e inmunofluorescencia de 

las proteínas GFAP, O4 y OX42, marcadores de glía, oligodendrocitos y microglía, 

respectivamente. Los cultivos se trataron con inhibidores del complejo I (rotenona y                       

6-hidroxidopamina) y del complejo II (ácido 3-nitropropiónico y malonato).  
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Se determinó la reducción de MTT y se observó la morfología mediante la técnica de 

hematoxilina y eosina. La actividad de complejo I y del complejo II se determinó mediante 

ensayos espectrofotométricos. La determinación de una proteína de cada complejo 

mitocondrial se realizó mediante inmunodetección por western blot. 

 

Resultados. Se demostró la pureza mediante inmunodetección con la cual se detectó la 

expresión de la proteína GFAP, indicando la predominancia de astrocitos y también 

demostrando la ausencia de otras células gliales.  

 

Con inhibidores de complejo I, la rotenona aumentó la reducción de MTT de 36.6% en 

estriado y 47.9% en hipocampo a una concentración de 100 µM, sin embargo, se notó la 

disminución del número de células al aumentar la concentración de estos compuestos. Al 

evaluar la actividad de complejo I de la CTE se observó un aumento de alrededor de 43% al 

ser tratadas con 6-OHDA en estriado, con rotenona no se observaron diferencias en la 

actividad.  

 

El tratamiento de los astrocitos con 3-NP no afectó la reducción de MTT, mientras que el 

tratamiento de los astrocitos aislados de estriado con malonato (10 mM) disminuyó la 

reducción de MTT en 27.7%. En cuanto a la morfología, el tratamiento con ambos 

compuestos no generó cambios considerables en los astrocitos. Sin embargo, no se detectó 

la actividad de complejo II en las condiciones estudiadas.  

 

Por medio del western blot se determinó la presencia de una proteína de cada complejo 

mitocondrial. A los 10 minutos de exposición se observaron bandas tenues correspondientes 

a complejo I y complejo II en lisados de astrocitos, a los 60 minutos de exposición, se 

observaron bandas claras correspondientes a los complejos I, II, III y V. A pesar de prolongar 

el tiempo de exposición por 24 h no fue posible localizar la banda correspondiente al 

complejo IV (subunidad MTCO1 de 40 kDa). 
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Conclusión. Los astrocitos de las regiones cerebrales estudiadas presentaron prácticamente 

la misma respuesta en los parámetros medidos. 

 

Dado que la 6-OHDA y la rotenona inhiben el complejo I en varios tipos celulares, esperamos 

que también inhibieran la actividad de este complejo en astrocitos, conduciendo a muerte 

celular. Sin embargo, nos encontramos que ante la presencia de 6-OHDA y rotenona sí se 

presenta muerte celular y alteraciones metabólicas, pero no encontramos disminuida la 

actividad del complejo I.  

 

Dado que el 3-NP y el malonato inhiben el complejo II, esperamos el mismo efecto en 

astrocitos. Sin embargo, el 3-NP no afectó la reducción de MTT en las regiones en estudio, 

mientras que el malonato sólo modificó la reducción de MTT en estriado. Al medir la actividad 

de complejo II, esta no se detectó en las condiciones estudiadas. A pesar de esto, se detectó 

por western blot una subunidad de este complejo, lo cual indica que esta enzima sí se 

encuentra presente en astrocitos.   
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1. ANTECEDENTES 
 
1.1. Células Gliales  

 
En el sistema nervioso (SN) hay una población de células morfológica y funcionalmente 

diferentes a las neuronas, que conservan su capacidad de proliferar y que en conjunto se 

conocen como células gliales. Son células que durante muchos años se pensaba que sólo 

proporcionaban soporte, protección, nutrición y facilitaban la conducción de las neuronas que 

rodeaban. A medida que se avanza en la investigación se establece que son elementos 

indispensables para mantener el microambiente para un correcto funcionamiento del SN, en 

los últimos 20 años se les ha atribuido una gran variedad de funciones específicas (Ndubaku 

and de Bellard, 2008). Por ejemplo, guían la migración de las neuronas para formar la 

arquitectura neuronal y participan en la transmisión sináptica como reguladores de la 

liberación de neurotransmisores, entre otras funciones.  

 

Las células gliales se clasifican según su morfología, función y localización en el SN; en la 

Figura 1 se encuentra una clasificación de las células gliales. Con base en esta clasificación 

podemos identificar los principales tipos de células gliales: i) los astrocitos proveen energía y 

sustratos para mantener la homeostasis cerebral, ii) los oligodendrocitos producen mielina, 

una lipoproteína que envuelve a los axones de las neuronas y hace más eficiente la 

comunicación neuronal, iii) NG2 se refiere a células identificadas como precursoras de los 

oligodendrocitos, iv) la microglía se encarga de conservar la integridad del cerebro al 

reaccionar de manera inmediata ante cualquier daño que se produzca, v) las células de 

Schwann forman capas de mielina alrededor de los axones de las neuronas (Guillamon-

Vivancos et al., 2015), y vi) las células satélite rodean a los axones de las neuronas en los 

ganglios para proporcionar aislamiento eléctrico y regular el entorno químico de las 

neuronas.  
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1.2. Astrocitos 

Historia  

Fue el médico alemán Rudolf Virchow quien acuñó el término “neuroglía” en 1858, 

refiriéndose al “pegamento del cerebro” ya que relacionaba este término como material 

conectivo que mantendría unidas a las neuronas en el SN. Después de algunos años se 

dieron a conocer los primeros dibujos de las células gliales en forma de estrella, realizados 

en 1865 por Otto Deiters. Camilo Golgi en 1871 demostró la existencia de una población 

diferente a las células nerviosas y describió que las células gliales enviaban procesos a los 

vasos sanguíneos (Figura 2). Michael von Lenhossek fue quien acuñó el término “astrocito” 

en 1891, lo que significa “célula en forma de estrella”, y se basa en su morfología. Tiempo 

después se observan diferencias morfológicas entre los astrocitos, y éstos son clasificados 

en protoplasmáticos y fibrosos por Rudolf Albert Von Kölliker y William Lloyd Andriezen en 

1893 respectivamente (Kettenmann and Verkhratsky, 2008).  

 

 

 

Sistema 
Nervioso 

Sistema Nervioso 
Central 

Macroglía 

Astrocitos Oligodendrocitos NG2  

Microglía 

Sistema Nervioso 
Periférico 

Células de 
Schwann 

Células 
satelite 

Figura 1. Clasificación de las células gliales según su localización en el SN. Se muestra una 
imagen representativa de la morfología de cada tipo de célula. 

Figura 2. Representación gráfica de 
células gliales de elaborada en 1903. 
Se puede observar cómo los astrocitos 
establecen contactos mediante su pie 
terminal con los tubos capilares.  
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A principios del siglo XX Santiago Ramón y Cajal desarrolló el método de tinción de cloruro 

de oro sublimado para observar astrocitos, sentando las bases para que más tarde se 

descubrieran sus propiedades. Sin embargo, en la década de los ‘50 los estudios realizados 

con astrocitos todavía eran escasos, y fue hasta los años ‘60 que se realizaron más 

investigaciones sobre la función de estas células en el SN. Estos estudios se centraron en su 

morfología, en su fisiología, e incluso mejoraron los métodos desarrollados por Cajal para su 

identificación. A partir de la década de ’70 y hasta los ’90 se comenzó a investigar su 

metabolismo energético y sus funciones en diferentes regiones del cerebro, además se 

desarrollaron métodos de detección más precisos para su identificación. Sin embargo, la 

investigación respecto de los astrocitos comenzó a ser más abundante hacia alrededor de 

1990 y desde entonces hasta la fecha, se ha encontrado que se trata de células diversas, 

heterogéneas y que son indispensables para el correcto funcionamiento del sistema nervioso 

central (SNC), ya que tienen una relación directa con las neuronas proporcionando a éstas 

sustratos metabólicos para llevar a cabo sus funciones. También se ha descrito que son 

elementos centrales en algunas patologías del SN. 

A pesar de esto, el estudio con astrocitos todavía es escaso (13,302 publicaciones), 

comparado con la cantidad de estudios reportados en la literatura respecto a las neuronas 

(111,693 publicaciones). En la Figura 3 se encuentra una gráfica en donde se puede 

observar esta diferencia. 

 

655 

4091 
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1000

2000

3000

4000

5000

1890 1910 1930 1950 1970 1990 2010

Artículos publicados (1894-2015) 

Astrocitos

Neuronas

Figura 3. Artículos registrados en Scopus en cuyo título se encontró la palabra neurona o 
astrocito. Los números mostrados corresponden a las publicaciones registradas en 2015. 
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Identificación  

Para ser clasificadas como astrocitos, se ha propuesto que las células cumplan con los ocho 

criterios siguientes (Kimelberg et al., 2007; Kimelberg, 2010): 

1. Ausencia de excitabilidad eléctrica (los astrocitos no generan un potencial de acción). 

2. Potencial de membrana muy negativo (-80 a -90 mV), debido a una prevalencia de 

permeabilidad de iones K+ en la membrana plasmática. 

3. Expresión de transportadores funcionales para GABA y glutamato que permite la 

homeostasis de estos neurotransmisores. 

4. Un gran número de filamentos intermedios, los cuales son sitios específicos en los que 

se localiza la proteína GFAP.  

5. Presencia de gránulos de glucógeno en el citoplasma. 

6. Procesos de cada célula en contacto con los vasos sanguíneos circundantes. 

7. Procesos perisinápticos elaborados. 

8. Contacto con otros astrocitos mediante uniones gap formadas por conexina 43 y/o 30. 

La identificación de los astrocitos se realizó inicialmente mediante procedimientos 

histológicos y más recientemente, por la inmunolocalización de algunas proteínas. Entre 

éstas, se encuentran GFAP y vimentina, las cuales forman parte de los filamentos 

intermedios de los astrocitos.  

De igual forma, se ha utilizado la detección de S100β (proteína de unión al calcio), que sólo 

se expresa en astrocitos perivasculares y tiene como desventaja que se expresa en células 

NG2; o bien, la detección de glutamato sintasa (enzima citosólica que produce glutamina a 

partir de glutamato), la cual también se expresa en oligodendrocitos. Otros marcadores muy 

utilizados son los transportadores de glutamato (GLT1) y acuaporina. Sin embargo, la 

detección de GFAP es el método más empleado durante los últimos años como marcador 

específico de astrocitos (Gupta et al., 2015b; Wachter et al., 2010; Wang et al., 2013). 
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Funciones 
Tras las investigaciones realizadas con astrocitos, se ha encontrado que son parte esencial 

del SNC. Estudios recientes in vitro e in vivo han demostrado que tienen diferentes 

funciones, como resume en la Tabla I. 

 
Tabla I. Funciones de los astrocitos 

 Función Modelo 
estudiado 

Referencia 

Desarrollo del 
SNC 

Participan en el control de la 
sinaptogénesis del SNC, a través de 
reguladores positivos y negativos como 
las proteínas Hevin y SPARC. 

co-cultivo         
neuronas-
astrocitos 

Kucukdereli 
et al., 2011 

Barrera 
Hematoencefálica 

Participan en la modulación de la barrera 
hematoencefálica, a través de la 
liberación de factores como TGFβ1.  

cultivo            
astrocitos 

Hawkins et 
al., 2015 

Metabolismo de 
lípidos  

Regulan el metabolismo del colesterol a 
través de transportadores ABCA que se 
expresan diferencialmente en neuronas 
y astrocitos. 

cultivo             
neuronas y 
astrocitos 

Chen et al., 
2013 

Homeostasis  
Regulan el pH extracelular, mediado por 
concentraciones de K+ y Na+. 

cultivo            
astrocitos 

Hansen et 
al., 2015 

Soporte 
metabólico  

Se ha encontrado evidencia in vivo de 
que existe un gradiente de lactato del 
astrocito a las neuronas. 

In vivo, ratón Philipp  et 
al, 2015 

Transmisión 
sináptica 

Participan en la regulación de la 
sinapsis, mediante la secreción de un 
factor soluble que modula la presencia 
de la subunidad GluN2B en el receptor 
NMDA. 

co-cultivo         
neuronas-
astrocitos 

Hahn et al., 
2015 

Regulación del 
flujo sanguíneo  

Regulan el flujo sanguíneo al liberar 
agentes vasodilatadores como 
prostaglandinas y COX-1. 

In vivo Takano et 
al., 2006 

Defensa 
antioxidante 

Liberan GSH al espacio extracelular, que 
es captado por las neuronas para 
proporcionar protección contra el estrés 
oxidativo. 

cultivo             
neuronas y 
astrocitos 

Ye et al., 
2015 

SPARC: proteína secretada ácida y rica en cisteína, TGFβ1: factor de crecimiento 
transformante beta 1, NMDA: N-metil-D-aspartato, COX-1: ciclooxigenasa-1, GSH: glutatión.  
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Metabolismo energético 
En la Figura 4 se esquematiza la morfología que presentan los astrocitos, así como la 

presencia de gránulos de glucógeno y diferentes organelos celulares como mitocondrias, 

núcleo y aparato de golgi.  

 

 

Los astrocitos captan la glucosa a través de transportadores GLUT1 (Prebil et al., 2011), y la 

metabolizan por las siguientes vías:  

a) Glucolisis; se obtienen dos moléculas de piruvato, coenzimas reducidas (NADH y 

FADH2 nicotinamida adenina dinucleótido y flavina adenina dinucleótido 

respectivamente) y ATP (adenosintrifosfato). El piruvato puede entrar a la mitocondria 

donde es metabolizado a través del ciclo de Krebs y posteriormente a la fosforilación 

oxidativa para la obtención de ATP (Brekke et al., 2015). De otro modo el piruvato se 

puede reducir a lactato por la lactato deshidrogenasa (LDH). El lactato puede ser 

liberado al espacio extracelular por medio de transportadores de monocarboxilatos 

(MCTs), y luego ser transferido a las terminales sinápticas para ser utilizado por las 

neuronas. En éstas, el lactato se convierte en piruvato para entrar al ciclo de Krebs y 

producir ATP, y así para sostener su alta demanda energética (Finsterwald et al., 2015). 

 

Figura 4. Representación esquemática de la estructura de un 
astrocito. Esquema tomado y modificado de Cuenca, 2006.  
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b) Pentosas fosfato; se produce NADPH (nicotinamida adenina dinucleótido fosfato) y 

pentosas. Entre otras funciones, el NADPH es usado para regenerar el glutatión (GSH) 

oxidado a partir de glutatión reducido (GSSG). El GSH es el antioxidante endógeno más 

importante, cuando es liberado de los astrocitos previene el estrés oxidante extracelular 

o es capturado por las neuronas (Ye et al., 2015). 

c) Glucogénesis; la glucosa se fosforila y se transforma en UDP-Glucosa para dar inicio a 

la glucogénesis, vía en la que participan enzimas como la fosfoglucomutasa y la UDP-

glucosa pirofosforilasa y glucógeno sintasa. El glucógeno es la principal reserva de 

energía del cerebro y se ha encontrado casi exclusivamente en astrocitos (Belanger et 

al., 2011). La degradación del glucógeno resulta en la producción de lactato, el cual es 

liberado al espacio extracelular para suplir las necesidades energéticas de las 

neuronas. 

También en astrocitos se lleva a cabo la síntesis de glutamato de la siguiente manera:  

1) Captación de glutamato (Glu); el Glu es un neurotransmisor liberado por las neuronas 

durante la transmisión sináptica, y es capturado por los astrocitos a través de 

transportadores de glutamato (GLT1 y GLAST) (Belanger et al., 2011); una fracción del 

Glu es convertido enzimáticamente a glutamina (Gln) mediante la glutamina sintasa que 

está ausente en neuronas. Después, la GL se libera en la hendidura sináptica y es 

capturada por las neuronas (Stephen et al., 2014), para resintetizar glutamato. 

2) Producción de novo de glutamato; la glucosa se metaboliza hasta acetil CoA y entra 

al ciclo de Krebs para formar α-cetoglutarato, éste se convierte a glutamato por 

transaminación y queda disponible para formar glutamina, que puede ser liberada en la 

hendidura sináptica. 

Aunque el metabolismo energético de los astrocitos no se conoce en su totalidad, algunos 

estudios sugieren que su principal fuente de energía es la glucólisis (Perreten Lambert et al., 

2014) y que los astrocitos requieren menos energía en comparación con las neuronas 

(Belanger et al., 2011). Además se consideran muy importantes para proporcionar sustratos 

metabólicos a las neuronas y así preservar la función neuronal, por lo que las alteraciones en 

las vías metabólicas antes descritas podrían estar relacionadas con el comienzo de algunas 

patologías. Sin embargo, es necesario profundizar el estudio de las características 

metabólicas de los astrocitos, ya que al considerar la glucólisis como su principal fuente de 

ATP, no se ha estudiado a fondo la producción de ATP en la mitocondria.  
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En este trabajo se dispuso a investigar la respuesta de los astrocitos al ser tratados con 

inhibidores de los complejos I y II de la cadena de transporte de electrones (CTE). Por lo 

tanto, a continuación se describen algunas características de la mitocondria y la CTE. 

1.3. Mitocondria 
Generalidades 

La mitocondria (del griego: mitos, filamento + chondros, gránulo) es el organelo que se 

encarga de suministrar energía a las células, tiene una forma típica de elipsoide, su tamaño 

va alrededor de ~0.5 μm de diámetro y 1 μm de largo. El tamaño y la forma de las 

mitocondrias varían en grado considerable, en función de su origen y su estado metabólico 

(Voet, 2007).  

La mitocondria está limitada por una membrana externa (ME) y contiene otra membrana 

interna (MI) invaginada como se observa en la figura 5. La ME es una bicapa lipídica que 

contiene porinas y proteínas que permiten la difusión libre de moléculas de más de 10 KDa. 

La MI es permeable solo para O2, CO2, H2O y contiene, además de las proteínas de la CTE, 

numerosas proteínas de transporte que controlan la entrada y salida de metabolitos como 

ATP, ADP (adenosín difosfato), piruvato, Ca2+ y fosfato. La MI divide a la mitocondria en dos 

compartimentos, el espacio intermembrana y la matriz. El espacio intermembrana se localiza 

entre las dos membranas, y posee una alta concentración de protones debido al bombeo de 

los complejos enzimáticos de la CTE. En este espacio se encuentran diversas enzimas que 

intervienen en la transferencia de ATP. En la matriz mitocondrial se encuentran enzimas que 

llevan a cabo diversas rutas metabólicas esenciales tales como el ciclo de Krebs y la                     

β-oxidación de ácidos grasos, entre otras (Voet, 2007). 

 

Figura 5. Imagen de la 
mitocondria. Tomado de 
Vasudevan y Sreekumari, 2011. 
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La función principal de la mitocondria es suministrar la energía necesaria para que las células 

lleven a cabo su actividad celular; muchas de las reacciones que se llevan a cabo en este 

organelo contribuyen a impulsar la CTE y en consecuencia, el bombeo de protones de la 

matriz hacia el espacio intermembrana, generando un potencial transmembranal que es 

aprovechado para la síntesis de ATP por fosforilación oxidativa.  

 
Cadena transportadora de electrones 
La cadena de transporte de electrones (CTE) está conformada por cuatro complejos 

multiproteicos (complejo I-IV), éstos se encuentran embebidos en la MI como se observa en 

la Figura 6. El NADH y FADH2 se oxidan en los complejos I y II, respectivamente; los 

electrones obtenidos son transportados por medio de la ubiquinona (Q) al complejo III. A 

partir de ahí los electrones se transfieren al citocromo c (cit c) y son entregados a complejo 

IV para reducir el O2 hasta H2O.  

Se utiliza la energía liberada durante el transporte de electrones para trasladar protones 

desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembranal. Esto crea un gradiente de 

protones trans-MI, asociado con un potencial eléctrico negativo en el interior. La ATP sintasa 

cataliza la síntesis de ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico (Pi) utilizando este gradiente 

de protones trans-MI. En la siguiente sección se resumen algunas de las características de 

cada complejo de la CTE y de la ATP sintasa. 

 

 

Figura 6. Cadena de transporte de electrones. Los compuestos en los recuadros funcionan como 
inhibidores de cada complejo. Q: ubiquinona, c: citocromo c. 

C 

 ATP 

sintasa 



10 
 

Complejo I (NADH deshidrogenasa o NADH-Coenzima Q Oxidorreductasa) 

El complejo I está formado por 46 cadenas polipeptídicas, 39 de ellas codificadas por ADN 

nuclear y el resto por ADN mitocondrial con una masa total de ~900 KDa. Tiene forma de L, 

con un brazo horizontal anclado en la membrana y un brazo vertical que se proyecta en la 

matriz (Chen et al., 2004; Hirst et al., 2003). Contiene una subunidad de unión al NADH y un 

centro activo de la enzima, que está constituido por flavina y 9 centros hierro-azufre (Fe-S) 

(Hinchliffe and Sazanov, 2005).  

En este complejo la oxidación de NADH dona electrones que son aceptados a través de un 

mononucleotido flavina no covalente (FMN) y acarreados a través de una serie de grupos         

Fe-S, después los electrones son transferidos a la Q. Durante este proceso cuatro protones 

son translocados a través de la MI, desde la matriz hacia el espacio intermembrana. La 

reacción global es la siguiente: 

                      

 

Complejo II (Succinato deshidrogenasa o Succinato-coenzima Q oxidorreductasa) 

El complejo II, se compone de 4 polipéptidos, codificados en el ADN nuclear. Contiene las 

siguientes subunidades: SDHA, la subunidad flavoproteína, su masa molecular es de 70 

KDa; SDHB, la subunidad Fe-S que contiene una cadena de tres grupos Fe-S, su masa 

molecular es de 30 KDa; SDHC y SDHD su masa molecular es de ~15 KDa y ~17 KDa 

respectivamente, esta enzima tiene una masa total de 140 KDa.  

Durante la oxidación de succinato a fumarato, dos electrones y dos protones son transferidos 

al FAD, el FADH2 formado transfiere los electrones para reducir la Q a ubiquinol (QH2) a 

través de los centros Fe-S del complejo II (Sun et al., 2005).  

                           

 

Complejo III (Ubiquinol-citocromo c oxidorreductasa, Coenzima Q-citocromo c 
oxidorreductasa o complejo citocromo bc1) 

El complejo III tiene una estructura dimérica, cada monómero está constituido por 11 

subunidades proteicas diferentes insertadas o unidas a la MI.  
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Tres de estas subunidades, un centro Fe-S, y citocromos c1 y b, contienen centros rédox que 

participan en la transferencia de electrones, todos los elementos del complejo III están 

codificados por el ADN nuclear excepto el citocromo b que esta codificado por ADN 

mitocondrial.  

En este complejo el QH2 cede dos electrones al citocromo c oxidado, permitiendo el bombeo 

de protones al citosol (Xia et al., 2013). La ecuación neta para el paso de electrones en este 

complejo es: 

               
                          

 
Complejo IV (Citocromo c oxidasa o COX IV) 

El complejo IV se compone de 13 subunidades, tres de ellas codificadas por ADN 

mitocondrial y el resto por ADN nuclear. Este complejo se encarga de la reducción de 

oxígeno a agua al mismo tiempo que bombea protones a la matriz (Kadenbach and 

Huettemann, 2015). Su ecuación neta es la siguiente: 

                                             

 

ATP-sintasa (F1-F0-ATPasa o complejo V)  

Es un complejo multiproteico con una estructura “en forma de hongo”, formado por dos 

dominios funcionales: a) F1, constituido por 5 subunidades (α, β, γ, δ y ε), y b) F0, constituido 

por 11 subunidades (a, b, c, d, e, f, g, h, i/j, k, y 8) además de tres subunidades codificadas 

por ADN mitocondrial (ATPasa6, ATPasa8 y ATPasa9) (Ruehle and Leister, 2015). Dos 

componentes F0 atraviesan la MI y funcionan como un poro de protones, transfiriendo la 

energía liberada por el flujo de protones hacia el componente soluble F1; que genera o 

hidroliza el ATP a través de la acción de un mecanismo de rotación. Funciona por 

la diferencia de potencial eléctrico entre los dos lados de la membrana en la que se 

encuentra. La CTE genera un gradiente de protones (Cohen, 2010) en una dirección y la ATP 

sintasa los devuelve al interior del compartimento celular, de esta manera se mantiene el 

equilibrio y se obtiene energía en forma de ATP.  
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Para el estudio de la CTE se han utilizado compuestos que inhiben alguno de los complejos 

descritos, y a continuación se mencionan algunas de las características de los inhibidores de 

la CTE usados en este trabajo. 

 

1.4. Inhibidores de la cadena de transporte de electrones  

Toxinas mitocondriales como la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) o rotenona y el ácido-3-

nitropropiónico (3-NP) o malonato; son usados por su funcionamiento como inhibidores del 

complejo I y II de la CTE. Desencadenan el desarrollo de diferentes eventos en la célula, 

como el agotamiento en la producción de ATP (Greenamyre et al., 2003), alteran el potencial 

de membrana a través de la MI, cambios en la concentración de Ca2+, afectan el 

almacenamiento en el amortiguador de calcio intracelular, conducen a la producción de 

especies reactivas de oxígeno. Todos estos eventos conducen a la disfunción mitocondrial 

(Sandhir and Mehrotra, 2013) y apoptosis. En la Tabla II se muestran algunas de las 

características de estos compuestos. 

 

Tabla II. Inhibidores de la cadena de transporte de electrones 

Toxina Generalidades Sitio de acción 

 

Es una toxina natural sintetizada por hongos de los 
géneros Aspergillus, Astrágalus, Arthrinium y 
plantas del genero Indigofera. Es un compuesto 
neurotóxico que daña preferencialmente el tejido 
estriatal cuando se administra en roedores en 
forma sistémica, sin embargo se ha observado que 
la ingesta accidental produce la degeneración 
preferencial del putamen, núcleo caudado, corteza 
cerebral e hipocampo, lo cual se relaciona con la 
presencia de movimientos anormales y deterioro 
cognitivo en humanos y reproduce los síntomas de 
la enfermedad de Huntington (EH). Se ha utilizado 
ampliamente para generar un modelo experimental 
para el estudio de la EH. 

Inhibe en forma 
irreversible la 

succinato 
deshidrogenasa, la 
cual participa en el 

ciclo de Krebs y 
forma parte del 

complejo II de la 
CTE. 

 

Compuesto de origen sintético. Se ha utilizado para 
generar un modelo experimental para el estudio de 
la enfermedad de Parkinson (Betarbet et al., 2000; 
Lev et al., 2013). 

Inhibidor del 
complejo I. 

Acido-3-nitropropiónico 

6-hidroxidopamina 6-hidroxidopamina 



13 
 

 

Es una toxina natural, se encuentra en los tallos y 
raíces de 18 especies de leguminosas del género 
Medicags, Phaseolus, Vicia, Astragalus, Trifolum, 
Luhinus, Anthylis, Lotus, Melilotus, Onoris, Colutea, 
Sophor, Thermopsis y Trigonella) (Bentley, 1952). 
Se ha utilizado para generar un modelo 
experimental para el estudio de la enfermedad de 
Huntington.  

Inhibidor selectivo 
de la succinato 

deshidrogenasa. 

 

Es un Isoflavonoide de origen natural producido en 
las hojas, raíces y rizomas de las leguminosas 
tropicales de los géneros  Derris, Lonchocarpus, y 

Tephrosia (Cabezas et al., 2012). Es una molécula 
hidrofóbica, que atraviesa la membrana celular con 
efecto neurotóxico que causa la degeneración 
selectiva del sistema dopaminérgico (incluyendo 
las fibras del cuerpo estriado y neuronas) en 
roedores cuando se administra por vía sistémica. 
Se ha utilizado para generar un modelo 
experimental para el estudio de la enfermedad de 
Parkinson (Betarbet et al., 2000; Hoglinger et al., 
2005; Liu et al., 2003). 

Inhibidor no 
competitivo del 

complejo I  

 

  

Estos inhibidores de la CTE se han utilizado para investigar la respuesta de células del SN 

en cultivo. Algunos de los resultados reportados se resumen la tabla III.  

Tabla III. Efecto de inhibidores de la CTE sobre células del SN 
Toxina/Sitio 
de acción 

Efecto Modelo Concentración Referencia 

6-OHDA 
(Complejo I) 

Causa la muerte de neuronas 
dopaminérgicas en cuerpo estriado. 

In vivo 4 g  

Lev et al., 
2013 

Causa la muerte neuronal en comparación 
con astrocitos corticales que son más 
resistentes a este compuesto, ya que 
liberan moléculas de neuroprotección tras el 
daño como Nrf2. 

In vitro          
neuronas y 
astrocitos 

0-50 μM 

Provoca la liberación de moléculas 
proinflamatorias; ON, COX-2, PGE y GSK-
3β en astrocitos corticales que pueden 
contribuir con el desarrollo de 
enfermedades neurodegenerativas.  

In vitro             
astrocitos 0-200 μM Wang et 

al., 2013 

Provoca cambios en la morfología de las 
células, aumenta la muerte celular, 
disminuye la actividad de la SDH, aumenta 
la producción de especies reactivas y daña 
el ADN. 

In vitro             
astrocitos 0-500 μM Gupta et 

al., 2015a 

Malonato 

Rotenona 
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Rotenona 
(Complejo I) 

Altera la morfología nuclear, causa daños 
en el ADN, aumenta la producción de 
especies reactivas de oxígeno y óxido 
nítrico, disminuye la supervivencia celular a 
causa de estos daños. 

In vitro 
astrocitos 0-10 µM 

Swarnkar 
et al., 
2012 

Daña a neuronas dopaminérgicas 
provocando su muerte celular, además 
afecta la expresión y desorganización del 
centrosoma en ambas células. 

In vitro               
neuronas y 

células 
gliales  

0-50 nM 
Diaz-
Corrales 
et al., 
2005 

Daño a neuronas dopaminérgicas, provoca 
cambios en su morfología y su muerte 
celular, las células gliales son más 
resistentes a este compuesto. 

In vitro            
neuronas y            

células 
gliales 

0-20 nM Radad et 
al., 2008 

3-NP 
(Complejo II)  

Daña a neuronas de hipocampo, provoca 
su muerte a bajas concentraciones, son 
células más vulnerables comparadas con 
astrocitos corticales. 

In vitro              
neuronas y 
astrocitos 

0-10 mM 
Abe and 
Saito, 
1998 

Daña a las neuronas estriatales y corticales, 
daña el núcleo de estas células e inhibe a la 
SDH. 

In vitro            
neuronas 0-200 µM Galas et 

al., 2004 

Induce cambios en la morfología 
mitocondrial, disminuye los niveles de ATP 
y aumenta la producción de especies 
reactiva de oxígeno. 

In vitro            
neuronas 0-10 mM Liot et al., 

2009 

Induce a la muerte celular y apoptosis. In vitro            
neuronas 0-5 mM Nasr et 

al., 2009 

Astrocitos estriatales mostraron mayor 
vulnerabilidad comparado con astrocitos de 
corteza y de mesencéfalo. También se 
observó una sobre regulación de niveles de 
ATP intracelulares y un aumento en la 
producción de peróxido, mecanismos que 
provocan muerte y daño celular. 

In vitro         
astrocitos 0-10 mM Misiak et 

al., 2010 

Malonato 
(Complejo II) 

Induce a la muerte celular de neuronas de 
cerebelo, por el aumento de especies 
reactivas de oxígeno y la disminución de los 
niveles de GSH en las células. 

In vitro            
neuronas 0-50 mM 

Fernande
z-Gomez 
et al., 
2005 

Provoca la muerte celular de neuronas a 
causa de excitotoxicidad generada por este 
compuesto. 

In vivo                     0-4 µM Zeevalk et 
al., 1997 

Nrf2: factor de transcripción, ON: óxido nítrico, COX-2: ciclooxigenasa-2, PGE: prostaglandina, TNF-α: 
factor de necrosis tumoral alfa, GSK-3β: glicógeno sintasa quinasa 3-beta, GSH: glutatión.   
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Encontramos que la información del efecto ejercido por estos inhibidores de la CTE es 

mayoritariamente estudiada en neuronas, por lo que la información respecto a su efecto 

sobre astrocitos es escasa.  

1.6. Astrocitos en enfermedades neurodegenerativas 
Durante varios años se han usado modelos experimentales para estudiar los mecanismos 

implicados en las enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, el malonato y el 3-NP se 

utilizan para generar modelos experimentales de la EH. En éstos, se produce muerte celular 

en la que participan mecanismos de excitotoxicidad, alteración en el metabolismo 

mitocondrial y estrés oxidante. En la EH ocurre la muerte selectiva de las neuronas 

espinosas medianas del cuerpo estriado, y se caracteriza por disfunción motora, 

cognoscitiva, psiquiátrica y deterioro intelectual. Sin embargo, también los astrocitos se han 

visto involucrados en el desarrollo de esta enfermedad; en estudios recientes en modelos in 

vivo se encontró alterada la homeostasis de K+ en astrocitos debido a la perdida de la 

expresión del canal Kir4.1, lo que conduce a la inhibición de la captación de potasio y 

glutamato (Tong et al., 2014). También se ha observado en astrocitos de ratones 

transgénicos y pacientes con EH un aumento en la activación de NF-ĸB-p65, un mediador de 

la transcripción de la respuesta inflamatoria, por lo cual una regulación anormal de NF-ĸB 

podría estar asociada con el desarrollo de la enfermedad (Hsiao et al., 2013). 

Otro ejemplo es el uso de la 6-OHDA y la rotenona que se utilizan para generar modelos 

experimentales de la EP. En éstos, se produce muerte celular en la que participan 

mecanismos de excitotoxicidad y deterioro de la función mitocondrial. En la EP se da la 

muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, y se caracteriza por 

alteraciones en el movimiento como la bradicinesia y la rigidez. Se ha demostrado que los 

agregados de                 α-sinucleína en astrocitos protoplasmáticos están involucrados en el 

inicio de la EP (Halliday and Stevens, 2011), ya que la perdida de función de la α-sinucleína 

en astrocitos activa la participación de los receptores tipo toll 4, que inducen respuestas 

inflamatorias asociadas con el desarrollo de esta enfermedad (Rannikko et al., 2015) aunque 

los mecanismos siguen desconocidos. 

Durante mucho tiempo los estudios realizados en estas enfermedades neurodegenerativas 

se han centrado en alteraciones observadas en neuronas, pero cada vez es más evidente 

que los astrocitos también están involucrados en su desarrollo y queda pendiente profundizar 

la investigación en este campo.   
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2. JUSTIFICACIÓN 

Durante las últimas décadas se ha incrementado el estudio de los astrocitos, encontrándose 

que estas células llevan a cabo diversas funciones que ayudan a mantener la homeostasis 

en el SNC. Sin embargo, haciendo una comparación entre neuronas y astrocitos, éstos 

últimos han sido mucho menos estudiados. Sin embargo, recientemente se ha comprobado 

que la vía principal para la obtención de ATP es la glucólisis, acoplada a la producción de 

lactato. Sin embargo, los astrocitos sí tienen mitocondrias y no se ha profundizado en el 

estudio acerca de la fosforilación oxidativa en estas células. Así, no es claro cómo funciona la 

cadena de transporte de electrones en astrocitos y si existen diferencias en las vías de 

producción de energía. 

Para comenzar el estudio en la mitocondria se van a utilizar compuestos que se reconocen 

por inhibir un complejo de la cadena de transporte de electrones: la 6-OHDA y la rotenona 

(inhiben complejo I) y el 3-NP y malonato (inhiben complejo II). Estos compuestos 

desencadenan diversos eventos en la célula, como el agotamiento en la producción de ATP, 

afectan el almacenamiento en el amortiguador de calcio intracelular y conducen a la 

producción de especies reactivas de oxígeno. Estos eventos conducen a la disfunción 

mitocondrial y apoptosis. El efecto ejercido por estos compuestos ha sido más estudiado en 

neuronas, en astrocitos la información es todavía escasa. Por lo tanto, estudiaremos el efecto 

que estos compuestos ejercen sobre la actividad de complejo I y II de la CTE y sobre la 

viabilidad celular. También identificaremos una subunidad de cada complejo de la CTE en 

astrocitos aislados de corteza, hipocampo y estriado. 

 

3. HIPÓTESIS 

Dado que la 6-OHDA, la rotenona, el 3-NP y el malonato inhiben la actividad de la cadena de 

transporte de electrones en varios tipos celulares, esperamos que también inhiban la 

actividad de complejo I (6-OHDA y rotenona) y II (3-NP y malonato) en astrocitos, 

conduciendo a muerte celular.  
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4. OBJETIVOS 

Objetivo general  

Estudiar la respuesta de los complejos I y II de la cadena de transporte de electrones (CTE) 

en cultivos primarios de astrocitos tratados con inhibidores específicos: rotenona y 6-OHDA 

para complejo I y 3-NP y malonato para complejo II. 

 

Objetivos particulares 

- Determinar la pureza de los cultivos. 

- Evaluar la reducción de MTT y la morfología en astrocitos tratados con inhibidores de 

la CTE. 

- Evaluar la actividad del complejo I de la CTE en astrocitos tratados con rotenona o           

6-OHDA. 

- Evaluar la actividad del complejo II de la CTE en astrocitos tratados con 3-NP y 

malonato. 

- Determinar la presencia de las proteínas de la CTE en astrocitos en cultivo (complejo 

I: NDUFB8 de 20 kD, complejo II: SDHB de 30 kD, complejo III: Core protein 2 de 

48 kD, complejo IV: MTCO1 de 40 kD, y ATP sintasa: ATPSA de 55 kD). 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
5.1. Materiales  

El medio de cultivo (Dulbecco's Modified Eagle Medium-DMEM), la penicilina/estreptomicina, 

el suero fetal bovino (FBS) se adquirieron de Life Technologies (Carlsbad, California, USA). 

El ácido malónico, el 3-NP, la 6-OHDA, la rotenona, la poli-D-lisina (PDL), la tripsina, el 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), la antimicina y el NADH se adquirieron de 

Sigma Aldrich C. (St. Louis, Missouri, USA). La decilubiquinona se adquirió en Enzo 

(Farmingdale, NY, USA). El anticuerpo anti-ratón acoplado a peroxidasa de rábano, el 

anticuerpo para detectar integrina aM (OX42) y el estuche comercial ImmunoCruz™ mouse 

ABC Staining System se adquirieron a Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas, Texas, USA). 

El coctel de anticuerpos MitoProfile® Total OXPHOS Rodent WB Antibody Cocktail se 

adquirió en Abcam (Cambridge, Inglaterra, Reino unido). El anticuerpo monoclonal Anti- 

GFAP y el anticuerpo anti-αO4 se adquirieron en Millipore (Billerica, Massachusetts, USA). El 

anticuerpo Alexa Flúor-488 y el kit para quimioluminiscencia Norvex ® ECL se compraron en 

Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). Los demás reactivos utilizados son grado 

analítico y se encuentran disponibles comercialmente.  

Equipo. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora de CO2 HERAcell® y se purificaron 

con ayuda de un agitador MAX Q Mini y una centrifuga Heraeus Megafuge (Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Todas las determinaciones de absorbancia se 

llevaron a cabo en un lector de placas multimodal Sinergy HT que se adquirió a Biotek 

(Winooski, VT, Estados Unidos).                   

5.2. Animales 

Se utilizaron ratas neonatas de la cepa Wistar recién nacidas (P0), las cuales fueron 

obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía, “Manuel Velasco 

Suárez”. Todos los procedimientos se apegaron a la norma oficial mexicana NOM-062-ZOO-

1999, “Especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de 

laboratorio”, así como a la NOM-087-ECOL-1995 para la disposición de residuos biológicos. 

La manipulación de los animales se realizó siempre procurando minimizar el sufrimiento 

animal. 
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5.3. Cultivo primario  

Los cultivos primarios se prepararon a partir de ratas Wistar P0 como se ha descrito antes 

(Vallejo-Illarramendi et al., 2005). Para ello, el cerebro se colocó en solución Hank´s y se 

realizó la disección de estriado, hipocampo y corteza sobre hielo. Después, el tejido se 

disgregó mecánicamente con agujas calibre 21G en medio Hank’s, se incubó durante 15 min 

a 37°C y se centrifugó a 2000 rpm a 37°C por 5 min. Las células se suspendieron en DMEM 

suplementado con FBS 10% y penicilina/estreptomicina 1% y se sembraron en frascos de 

poliestireno de 75 cm2 previamente tratados con PDL. Las células se incubaron a 37°C bajo 

una atmosfera 5% CO2/95% aire. El medio se cambió después de 24 h y posteriormente dos 

veces por semana. Entre 15 y 20 días después se preparó un subcultivo. Para esto, la 

microglía y otras células gliales se eliminaron por agitación a 180 rpm por 20 h. Después, los 

astrocitos se removieron de los frascos con una solución de tripsina al 0.5% agitando por 5 

min a 37°C. El número de células se estimó por exclusión de azul tripano y se sembraron en 

placas para ser tratadas como se observa en la Tabla IV.   

 

 

 

 

 

 

 

5.4. Metodología y tratamiento de los subcultivos  
Después de realizar el subcultivo de cada región, se dejaron pasar 5 días hasta alcanzar 

confluencia. Después, los astrocitos se expusieron a los inhibidores de la CTE como se 

describe en la Figura 7. 

Tabla IV. Preparación de subcultivo de astrocitos. 

Tipo de placa Tipo de 
muestra 

Determinación 
24 pozos  Reducción de MTT 

12 pozos (con 
cubreobjetos de vidrio) 

Células fijadas Tinción H&E 
Inmunodetección 

6 pozos Lisados 
celulares 

Actividad de Complejos I 
y II 
WB 
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 Determinación de la pureza de los cultivos primarios 

Para verificar que las células aisladas eran astrocitos, se realizó la inmunodetección de 

GFAP, tanto por inmunocitoquímica como por inmunofluorescencia. La presencia de 

antígenos en las células se detecta mediante un proceso de dos etapas: 1) la unión del 

anticuerpo primario a un epítopo específico, y la posterior 2) detección de esta unión por una 

reacción colorimétrica.  

Las placas se trataron de acuerdo al Esquema 1. En las cuales se colocaron muestras 

control de cada región en estudio.  
 Estriado Hipocampo Corteza 
 1 2 3 

A GFAP 
B 
C OX42 
D O4 

 

 

Después, las células se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehído 4% durante 15 

min a temperatura ambiente con agitación constante, una vez fijadas, las células se 

permeabilizaron con tritón 0.01% y se bloquearon durante 1 h con ASB 2%. Posteriormente 

se incubó durante 12 h a 4°C con anticuerpo monoclonal anti-GFAP (1:200), anticuerpo anti-

OX42 (1:200) o anticuerpo anti-αO4 (1:200), todos hechos en ratón. Pasado el tiempo, se 

lavó el anticuerpo primario, y después se realizaron las técnicas de inmunocitoquímica o 

inmunofluorescencia como se describe a continuación: 

Figura 7. Tratamiento de los cultivos con los inhibidores de la CTE. Las células se expusieron a 
3-NP y malonato (0-10 mM) o 6-OHDA y rotenona (0-100 µM) en medio de cultivo durante 24 h de 
incubación, pasado el tiempo se obtuvieron las muestras para realizar las mediciones 
correspondientes. Los astrocitos se mantuvieron a 37 °C con 5% de CO2 durante el tiempo 
establecido. 

Esquema 1. A-D: Filas, 1-6: Columnas. La fila A se usó para realizar la inmunofluorescencia, y las 
filas restantes se utilizaron para la inmunocitoquimica. 
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Inmunocitoquímica: Se usó el estuche comercial ImmunoCruz™ mouse ABC Staining 

System de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Con este sistema de detección, la 

señal de amplificación se consigue mediante la unión de múltiples unidades de anticuerpo 

secundario a cada molécula de anticuerpo primario, seguido por la unión de múltiples 

conjugados de enzima-estreptavidina que se unen al anticuerpo secundario anti-ratón 

marcado con biotina (1:200), y finalmente la conversión enzimática del sustrato, revelado con 

diaminobenzidina. Los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos usando medio de 

montaje.  

 

Inmunofluorescencia: Se incubó durante 1 h a temperatura ambiente con anticuerpo Alexa 

Flúor-488 anti-ratón (1:200). Después, se realizaron lavados con PBS, y los cubreobjetos se 

montaron sobre portaobjetos usando vectashield con DAPI como medio de montaje. Se usó 

un microscopio de la marca Nikon Eclipse E200 para obtener las imágenes, mediante el 

software Q-Capture Pro 7, 2010 Q Imaging. 

 

 Ensayo de reducción de MTT 

Este método se ha usado ampliamente para la evaluación de la viabilidad celular (Maria 

Reyes-Fermin et al., 2012; Mosmann, 1983; Stockert et al., 2012), se basa en la reducción 

metabólica del MTT realizada por deshidrogenasas y agentes reductores presentes en las 

células metabólicamente activas, con lo que se obtiene un compuesto de color azul-violeta 

(formazán), permitiendo determinar la funcionalidad de las células tratadas. Se ha reportado 

ampliamente que la absorbancia es directamente proporcional al número de células activas.  

 

Figura 8. A) Estructura química de MTT y su producto de formazán reducido; B) Los espectros de 
absorción de MTT en agua destilada y formazán en aceite de girasol en la misma concentración 
(0.016 mg/ ml). Fuente: (Stockert et al., 2012). 



22 
 

Se realizaron los tratamientos como se muestran en el Esquema 2. En cada experimento, 

cada concentración se probó por triplicado, usando un par de placas para cada región en 

estudio. 
 

 

3-NP malonato   6-OHDA rotenona 
 1 2 3 4 5 6   1 2 3 4 5 6 

A 0 mM 
 
 

0 mM 
 
 
 

 A 0 µM 
 
 

0 µM 
 
 
 

B 1 mM 
 
 
 

1 mM 
 

 
 
 

 B 1 µM 
 
 
 

1 µM 
 C 5 mM 

 
 
 

5 mM 
0 mM 

 
 
 

 C 10 µM 
 
 
 

10 µM 
0 mM 

 
 
 

D 10 mM 
 
 
 

10 mM 
 
 
 

 D 100 µM 
 
 
 

100 µM 
 
 
 

 

Posteriormente, se añadieron 250 µl de MTT (1 mg/ml) a cada pozo y se incubó durante 1.5 

h a 37°C. Después de la incubación, se eliminó el medio de cultivo y los cristales de 

formazán resultantes se disolvieron en isopropanol para medir la absorbancia a 570 nm. Los 

datos se expresaron como porcentaje de la reducción de MTT con respecto a los pozos de 

control.  

 Tinción Hematoxilina y Eosina 
Para observar la morfología de los astrocitos después del tratamiento con los inhibidores de 

la CTE, se realizó la tinción de hematoxilina-eosina (H&E). La hematoxilina tiene un color 

azul-púrpura que se une a las cargas negativas (aniones) de los ácidos nucleicos, por lo que 

los núcleos se tiñen de color azul. Por su parte, la eosina es de color rosa, y se une a 

compuestos con cargas positivas, como el citoplasma, por lo que éste se tiñe de color rosa. 

Los tratamientos se realizaron como se muestra en el Esquema 3.  
 3-NP malonato 6-OHDA Rotenona 
 1 2 3 4 

A 0 mM 
 

0 µM 
 B 1 mM 

 
1 µM 

 
 

C 5 mM 
 

10 µM 
 
 

D 10 mM 
 

100 µM 
 
 

 

Después, las células se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehído 4% durante 15 

min en refrigeración con agitación constante. Para realizar la tinción, las células fijadas se 

colocaron en etanol 80% durante 5 min, se lavaron y se incubaron en hematoxilina durante 1 

h. Posteriormente, se lavó con agua amoniacal, y se incubó por 20 min con eosina, se hizo 

un último lavado y se montó en portaobjetos. Se usó un microscopio de la marca Nikon 

Eclipse E200 para obtener las imágenes, mediante el software Q-Capture Pro 7, 2010 Q 

Imaging. 

Esquema 3. A-D: Filas, 1-4: Columnas. 

Esquema 2. A-D: Filas, 1-6: Columnas. 
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 Medición de complejo I y II 
Complejo I 
Para medir la actividad del complejo I, se usó el método descrito por Long et al. (2009) que 

se basa en la reducción del 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP), un aceptor artificial de 

electrones (Figura 9).  

 

Para cada región cerebral, se realizaron los tratamientos como se muestra en el siguiente 

esquema. 

6-OHDA  rotenona 
1 2 3 4  1 2 3 4 

         

 

Las células se lisaron con amortiguador de fosfatos de potasio pH=7.5 con inhibidores de 

proteasas y tritón 1%. Los lisados se almacenaron a -70 °C hasta su análisis. La 

concentración de proteína se determinó por el método de Lowry. Este método se basa en la 

reactividad del nitrógeno y los aminoácidos con los iones Cu2+ en condiciones alcalinas y en 

la reducción del reactivo de Folin-Ciocalteau (fosfomolibdato y fosfotungsteno) a 

heteropolimolibdeno por la oxidación catalizada por cobre de los aminoácidos aromáticos 

tirosina y triptófano. El Folín reducido es de color azul y detectable en el rango de 500-750 

nm.  

Figura 9. Medición de la actividad de Complejo I. Cuando el NADH se oxida a NAD+, dona dos 
electrones (2e-) que pasan por el CI y son recibidos por la decilubiquinona, la cual se oxida a 
ubiquinol. Éste pasa los 2e- al DCPIP, el cual se reduce pasando de azul a incoloro. Para inhibir 
la actividad de los complejos III y IV se utilizó antimicina A y KCN, respectivamente.  

0 µM         1 µM       10 µM    100 µM  0 µM       1 µM       10 µM    100 µM 
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El ensayo se llevó a cabo utilizando una dilución 1:8 de la muestra, los valores obtenidos de 

absorbancia se extrapolaron a una curva estándar de ASB, se midieron a 660 nm, el 

resultado se expresó en mg proteína/ml. 

El ensayo para determinar la actividad del complejo se llevó a cabo utilizando una mezcla de 

reacción que contenía BSA 3 mg/ml, NADH 60 µM, KCN 2 mM, antimicina A 2 µM, 

decilubiquinona 60 µM y DCPIP 5 mM en amortiguador de fosfatos de potasio 10 mM, pH 

7.4. La reacción se inició al colocar 95 µl de la mezcla de reacción y aprox. 2.5-4 µg de 

proteína; la reducción del DCPIP se monitoreó a 600 nm por 5 minutos, el resultado se 

expresó en nmol/min/mg proteína. 

Complejo II  
Para medir la actividad del complejo II, se utilizó el método descrito por Kirby et al. (2007), 

que se basa en la reducción del DCPIP (Figura 10).  

 

 
 

Se utilizaron células sin tratamiento de cada región cerebral estudiada. Las células se lisaron 

con amortiguador de fosfatos de potasio pH=7.5 con inhibidores de proteasas y tritón 1%. 

Los lisados se almacenaron a -70 °C hasta su análisis. La concentración de proteína se 

determinó por el método de Lowry. 

Figura 10. Medición de la actividad de Complejo II. Cuando el succinato se oxida a fumarato, dona 
dos electrones (2e-) que pasan por el CII hasta la decilubiquinona, la cual se oxida a ubiquinol y 
luego pasa los 2e- al DCPIP y éste se reduce pasando de azul a incoloro. Para inhibir la actividad 
de los complejos I, III y IV se utilizó rotenona, antimicina A y KCN, respectivamente.  
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El ensayo para la determinación de la actividad del complejo se llevó a cabo utilizando una 

mezcla de reacción que contenía antimicina A 2 µM, rotenona 2 µg/ml, KCN 2 mM y DCPIP 5 

mM en amortiguador de fosfatos de potasio 10 mM, pH 7.4.  

Se mezclaron 95 µl de mezcla de reacción y distintas cantidades de proteína (5, 10, 15, 20 y 

25 µg). La reacción se inició al colocar decilubiquinona y la reducción del DCPIP se 

monitoreó a 600 nm por 5 minutos, el resultado se expresó nmol/min/mg proteína. 

 Determinación del nivel de proteína por Western Blot  
 
El nivel de proteína se evaluó mediante inmunodetección por western blot (Orozco-Ibarra et 

al., 2009). Se usó un coctel de anticuerpos MitoProfile® Total OXPHOS Rodent WB Antibody 

Cocktail hecho en ratón (Abcam, Cambridge, Inglaterra, Reino unido), que detecta la 

presencia de cinco proteínas, una subunidad de cada complejo mitocondrial: subunidad del 

complejo I (NDUFB8, 20 kD), complejo II (SDHB, 30 kD), complejo III (Core protein 2, 48 kD), 

complejo IV (MTCO1, 40 kD) y complejo V (ATPSA, 55 kD).  Para esto, se utilizaron 25 μg de 

proteína por muestra, se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE en geles de 

gradiente (12%, 15% y 20%), y se transfirieron a una membrana de PVDF.  

Ésta se bloqueó durante 2 h con leche descremada 5% en solución TBS-T (Tris-HCl 50 mM, 

pH 7.4, Tween 20 0.05%), posteriormente se incubó durante 12 h a 4°C con una dilución 1: 

30,000 del coctel de anticuerpos, con agitación suave. Después se lavó y se incubó durante 

1.5 h con anticuerpo anti-ratón acoplado a peroxidasa de rábano (1: 20,000). Las bandas 

reactivas se visualizaron mediante un sistema de detección quimioluminiscente. 

  

5.5. Análisis estadístico 

Los datos se analizaron usando el programa Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, 

California, USA), mediante ANOVA de dos vías seguida de la prueba de Bonferroni. Los 

valores se expresaron como el promedio ± error estándar de la media (EEM). Se 

consideraron diferencias significativas a p<0.05. 
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6. RESULTADOS 
A. Pureza de cultivos primarios 

Para demostrar que las células aisladas eran astrocitos, se utilizó la técnica de 

inmunocitoquímica e inmunofluorescencia (Figura 11), utilizando un anticuerpo primario para 

detectar GFAP que es un marcador de astrocitos. En la Figura 11 se muestran imágenes 

representativas de los cultivos primarios preparados a partir de ratas P0. En ambas técnicas 

(inmunocitoquímica, panel A e inmunofluorescencia, panel B) se observa la expresión de la 

proteína GFAP, indicando que las células en cultivo fueron predominantemente astrocitos. La 

morfología de las células es similar en todas las regiones estudiadas. 

Por medio de la inmunocitoquímica (panel A) se comprobó la ausencia de otras células 

gliales en el cultivo, ya que se usaron anticuerpos anti-OX42 y anti-O4, ambos marcadores 

de microglía y oligodendrocitos, encontrándose un resultado negativo (no se muestran las 

imágenes). Estos resultados nos confirman la ausencia de otras células gliales en los cultivos 

y asegurar que los experimentos realizados en este estudio fueron con astrocitos.  

     

 

Figura 11. Imágenes representativas de astrocitos en cultivo primario. A) Inmunocitoquímica y 
B) Inmunofluorescencia, GFAP: verde y DAPI: azul. 

. 
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B. Efecto de los inhibidores de complejo I en astrocitos en cultivo  
 

 Reducción de MTT 
En la Figura 12 se puede observar que la 6-OHDA (panel A) no afecta la reducción de MTT 

en las regiones en estudio a concentraciones de 0-100 µM. En el caso de la rotenona (panel 

B), se encontró un aumento en la reducción de MTT de 36.6% en estriado y de 47.9% en 

hipocampo a una concentración de 100 µM, mientras que en corteza no se encontró 

diferencia significativa. 

 
 Tinción con Hematoxilina y Eosina 

A pesar de los resultados de la reducción de MTT, al observar al microscopio las células 

tratadas con 6-OHDA o rotenona se observó que el tratamiento disminuía la cantidad de 

células en las concentraciones más altas. Para evidenciar este efecto y observar la 

morfología se empleó la técnica de H&E. En la Figura 13 y 14, se muestran imágenes 

representativas de astrocitos después del tratamiento, en estas imágenes se observa que las 

células sin tratamiento tienen el núcleo bien delimitado y se encuentran confluentes. Al ser 

tratadas con 6-OHDA (Figura 13), desde la concentración más baja, las células presentan 

cambios morfológicos como cambio en el tamaño de la célula (retracción celular) y pérdida 

de confluencia. En concentraciones de 10 y 100 µM los núcleos pierden la apariencia que 

presentan las células sin tratamiento hay una disminución notable del número células en 

todas las regiones.  

Figura 12. Efecto de los inhibidores de complejo I sobre la reducción de MTT. A) Tratamiento con 
6-OHDA y B) Tratamiento con rotenona. Se midió a las 24 h de incubación con el inhibidor 
correspondiente.  ANOVA de dos vías seguida por Bonferroni. Los datos se presentan como el 
promedio ± EEM de cuatro a cinco experimentos independientes. Las barras que se muestran 
arriba de cada gráfica son las concentraciones (µM) usadas. *p<0.05, **p<0.01 vs 0 µM. 

A B 



28 
 

Además, conforme los astrocitos se trataron con una mayor concentración de 6-OHDA, 

fueron perdiendo la afinidad por los colorantes usados en la técnica de H&E, especialmente 

los aislados de hipocampo perdieron la afinidad por la eosina.  

 
En el caso de la rotenona (Figura 14) se encontraron resultados similares, el tratamiento de 

los astrocitos desde la concentración 1 µM también ocasionó la pérdida de la confluencia, 

cambios en la morfología y el tamaño de las células (retracción celular).  

Figura 13. Imágenes representativas del efecto del tratamiento con 6-OHDA. Se determinó 
después de 24 h de incubación con el inhibidor. Se obtuvo una n=1, sin embargo estos cambios 

se observaron a lo largo de los experimentos realizados para su estudio. 
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En concentraciones de 10-100 µM los núcleos perdieron su apariencia normal y hubo una 

disminución del número de células en todas las regiones en estudio. En corteza y estriado se 

pudo observar en la concentración de 10 µM células con cambios marcados en la afinidad 

por la hematoxilina (señaladas con una flecha en verde). Las células de hipocampo perdieron 

la afinidad por la eosina. 

 
 

Figura 14. Imágenes representativas del efecto del tratamiento con rotenona. Se determinó 
después de 24 h de incubación con el inhibidor. n=1, sin embargo estos cambios se observaron a 

lo largo de los experimentos realizados para su estudio. 
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 Actividad de complejo I  
 

En la Figura 15 se puede observar que la 6-OHDA (panel A) aumenta la actividad de 

complejo I en estriado en alrededor de 43% a la concentración de 100 µM. Aunque en 

hipocampo y corteza también se observa una mayor actividad del complejo en las 

concentraciones más altas de 6-OHDA, no se encontró diferencia significativa. 

En el caso de la rotenona (panel B), el tratamiento no modificó la actividad del complejo en 

ninguna de las regiones estudiadas. 

 
 
 

C. Efecto de los inhibidores de complejo II en astrocitos  
 

 Reducción de MTT 
En la Figura 16 se puede observar que el 3-NP (panel A) no afecta la reducción de MTT en 

las regiones en estudio a concentraciones de 0-10 mM. En el caso de el malonato (panel B), 

se encontró en estriado una disminución en la reducción de MTT de 27.7% en a una 

concentración de 10 mM, mientras que en hipocampo y corteza no se encontró diferencia 

significativa. 

Figura 15. Actividad del complejo I de la CTE. Tratamiento con A) 6-OHDA y B) rotenona. Se 
determinó después de 24 h de incubación con cada compuesto. Para medir la actividad del 
complejo I se utilizaron 2.5 µg de proteína. ANOVA de dos vías seguida por Bonferroni. Los 
datos se presentan como el promedio ± EEM de tres a cuatro experimentos independientes. Las 
barras que se muestran arriba de cada gráfica muestran las concentraciones (µM) usadas. 
**p<0.01 vs 0 µM.  

A B B B A 
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 Tinción con Hematoxilina y Eosina 
Para observar la morfología y la cantidad de células después de los tratamientos, se empleó 

la técnica de H&E. En la Figura 17 y 18, se muestran imágenes representativas, en las 

cuales se observa que las células sin tratamiento tienen el núcleo bien delimitado y se 

encuentran confluentes. Al ser tratadas con concentraciones crecientes de 3-NP (Figura 17) 

o malonato (Figura 18), se observaron cambios notables en cuanto a la afinidad de las 

células por los colorantes usados en la técnica de H&E, especialmente los aislados de 

hipocampo, en que a 10 mM la tinción fue muy tenue. Sin embargo, no se encontró 

disminuido el número de células en el cultivo.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efecto de los inhibidores de complejo II sobre la reducción de MTT. A) Tratamiento con 
3-NP y B) Tratamiento con malonato. Se midió a las 24 h de incubación con el inhibidor 
correspondiente. ANOVA de dos vías seguida por Bonferroni. Los datos se presentan como el 
promedio ± EEM de tres a cuatro experimentos independientes. Las barras que se muestran arriba 
de cada gráfica son las concentraciones (µM) usadas. **p<0.01 vs 0 µM. 

A B 
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Figura 17. Imágenes representativas del efecto del tratamiento con 3-NP. Se determinó después 
de 24 h de incubación con el inhibidor. n=1, sin embargo estos cambios se observaron a lo largo 

de los experimentos realizados para su estudio. 
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 Actividad de complejo II 
Al tratar de determinar la actividad del complejo II en astrocitos aislados de estriado, corteza 

e hipocampo, iniciamos usando 2.5 μg de proteína. Sin embargo, no se detectó actividad con 

esa cantidad de proteína ni aun cuando se aumentó hasta 25 μg de proteína.  

Figura 18. Imágenes representativas del efecto del tratamiento con malonato. Se determinó después 
de 24 h de incubación con el inhibidor. n=1, sin embargo estos cambios se observaron a lo largo de 

los experimentos realizados para su estudio. 
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En cambio, con la misma mezcla de reacción sí se detectó la actividad de complejo II a partir 

de mitocondrias aisladas de corazón, como se reporta en la tabla V.  

 
Tabla V. Actividad de complejo II 

Muestras Control (+) Astrocitos  
estriado 

Astrocitos 
hipocampo 

Astrocitos 
corteza 

Actividad de complejo II en mitocondrias de 
corazón

 

Cantidad de 
proteína 

(µg) 

Actividad 
nmol/min 

Actividad 
nmol/min 

Actividad 
nmol/min 

Actividad 
nmol/min 

5 9.5 Nd Nd Nd 

10 7.1 Nd Nd Nd 

15 8.5 Nd Nd Nd 

20 7.3 Nd Nd Nd 

25 6.2 Nd Nd Nd 

Como control positivo se utilizó tejido de corazón de la cual se aislaron las mitocondrias. Para medir 
la actividad de complejo II en astrocitos se usaron diferentes cantidades de lisados de astrocitos de 
estriado, hipocampo y corteza, n=4. nd: no detectada. En la gráfica se observa la actividad de 
complejo II de mitocondrias, con diferentes cantidades de proteína. Los valores se expresaron como 
el promedio ± EEM. n=2. 

 
D. Detección de proteínas de la CTE 

La determinación de una proteína de cada complejo mitocondrial, se realizó por western blot 

y los resultados se muestran en la Figura 19, así como la imagen esperada según la hoja 

técnica del fabricante (panel A).  Se utilizaron lisados de astrocitos de estriado, hipocampo y 

corteza, y como control positivo: a) mitocondrias aisladas de corazón y b) lisado de neuronas 

granulares de cerebelo.  A los 5 minutos de exposición (panel B), se detectó claramente la 

presencia de todas las proteínas de la CTE buscadas en el carril correspondiente a 

mitocondrias aisladas de corazón; mientras que en neuronas se detectó claramente complejo 

III y complejo V y bandas tenues correspondientes a los complejos I y II. Sin embargo, en 

astrocitos sólo se encontraron bandas tenues de complejo V. A los 10 minutos de exposición 

(panel C) se observaron bandas tenues correspondientes a complejo I y complejo II en los 

carriles correspondientes a lisados de astrocitos. A los 60 minutos de exposición (panel D), 

se observaron claramente todas las bandas esperadas en la muestra de neuronas granulares 

de cerebelo, y bandas claras correspondientes a los complejos I, II, III y V en astrocitos.  

µg proteína 
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A pesar de prolongar el tiempo de exposición por 24 h (panel E) no fue posible localizar una 

banda correspondiente a complejo IV (subunidad MTCO1 de 40kD) en astrocitos. 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Presencia de proteínas de la CTE. Se colocaron muestras de astrocitos control sin 
inhibidores de la CTE, de diferentes regiones. ST: Estriado, HP: Hipocampo, CX: Corteza, NC: 
neuronas de cerebelo y Mit: Mitocondrias aisladas de corazón.  Se utilizaron 25 μg de proteína. El 
panel A) es la representación de la hoja técnica del coctel de anticuerpos, Complejo I subunidad 
NDUFB8 de 20kD, complejo II subunidad SDHB de 30 kD, complejo III subunidad Core protein 2 
de 48 kD, complejo IV subunidad MTCO1 de 40kD, y complejo V subunidad ATPSA de 55 kD. 
Muestras a diferentes tiempo de exposición B) 5 min, C) 10 min, D) 60 min y E) 24 h.  
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7. DISCUSIÓN 

Los astrocitos tienen un papel importante en el SNC, son células esenciales para mantener la 

homeostasis en el cerebro (Verkhratsky et al., 2015). Su metabolismo energético está 

estrechamente regulado mediante la producción de ATP a través de la glucólisis. Sin 

embargo, no se está muy claro cuál es la participación de la CTE en estas células, ya que se 

ha demostrado que contienen una gran cantidad de mitocondrias localizadas en su estructura 

celular (Derouiche et al., 2015). 

Para la realización de este estudio utilizamos como herramienta cultivos primarios de 

astrocitos aislados de corteza, hipocampo y estriado. En éstos, se detectó la presencia de la 

proteína GFAP, presente en los filamentos intermedios de estas células y utilizado 

actualmente como un marcador para su detección (Sukhorukova et al., 2015). Su detección 

se realizó mediante la técnica de inmunocitoquímica e inmunofluorescencia, por medio de 

estas técnicas se obtuvieron imágenes representativas de los cultivos primarios, en los 

cuales se observó la expresión de la proteína GFAP indicando la predominancia de astrocitos 

en los cultivos y permitiendo observar su morfología. Por medio de la inmunocitoquímica se 

comprobó la ausencia de otras células gliales en el cultivo, ya que se usaron anticuerpos 

anti-OX42 y anti-O4, marcadores de microglía y oligodendrocitos, respectivamente. Mediante 

la determinación de la pureza de los cultivos primarios aseguramos que la respuesta 

obtenida seguida del tratamiento con estos compuestos es primordialmente de astrocitos. 

Las regiones cerebrales de las cuales se aislaron los astrocitos usados en este estudio se 

eligieron por su relevancia en diferentes enfermedades neurodegenerativas. Una de las 

características de la Enfermedad de Parkinson es la perdida de neuronas dopaminérgicas 

localizadas en la sustancia nigra, estas se proyectan al estriado y por consiguiente hay 

pérdida de axones y agotamiento de la dopamina en esta región. La enfermedad de 

Alzheimer se caracteriza la presencia de placas extracelulares de péptido β-amiloide que 

afectan las regiones del cerebro implicadas en el aprendizaje y la memoria, en particular el 

hipocampo y la corteza. En la Enfermedad de Huntington se ha visto que la región más 

susceptible es el estriado, donde ocurre la muerte selectiva de neuronas espinosas 

medianas, aunque a largo plazo se pueden ver afectadas otras regiones como el globo 

pálido, el tálamo y el núcleo subtalámico (Kubik and Philbert, 2015; Pinto et al., 2012).  
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En este trabajo, encontramos una respuesta muy parecida de los astrocitos aislados de las 

diferentes regiones que estudiamos. Sin embargo, no podemos descartar que haya diferente 

susceptibilidad en astrocitos aislados de diferentes regiones. 

El objetivo de utilizar el ensayo de reducción de MTT fue en un inicio evaluar la viabilidad 

celular, ya que se ha reportado que la cantidad de formazán producido al reducirse el MTT es 

directamente proporcional al número de células vivas (van Meerloo et al., 2011). Este método 

se ha usado para evaluar citotoxicidad, proliferación celular e incluso función mitocondrial 

(Bernas and Dobrucki, 2000; Stockert et al., 2012). Sin embargo, aún no es muy claro cuál es 

el sitio celular donde se lleva a cabo la reducción de MTT.  

En este trabajo, no se detectaron cambios en el porcentaje de reducción de MTT, aunque la 

observación al microscopio de las células tratadas con 6-OHDA o rotenona reveló una 

disminución del número de células en las concentraciones más altas. Para evidenciar este 

efecto y observar la morfología celular se empleó la técnica de H&E, donde encontramos 

cambios morfológicos y pérdida de la confluencia en los cultivos, así como una disminución 

notable del número de células en todas las regiones. Esto es, una menor cantidad de células 

resultó en la misma o mayor cantidad de formazán comparadas con el control. Por lo tanto, 

indirectamente el resultado de la reducción de MTT indica que hay cambios metabólicos en 

las células, pero no lo podemos utilizar como ensayo de viabilidad celular. Encontramos que 

astrocitos tratados con rotenona mostraban una tendencia a incrementar la cantidad de 

formazán a altas concentraciones, a pesar de observar la disminución del número de células. 

Para explicar estos resultados hay que recordar que los astrocitos metabolizan la glucosa por 

las vías citosólicas: glucólisis o la vía de las pentosas fosfato. Se ha reportado que algunas 

enzimas de estas vías, como la acetaldehído deshidrogenasa, la gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa reducen el MTT (Vistica et al., 1991). 

Por lo tanto, la activación del metabolismo de la glucosa podría causar un aumento en la 

reducción de MTT. También se ha reportado que el MTT es reducido por agentes reductores 

y enzimas localizadas en la mitocondria (la isocitrato deshidrogenasa, la alfa-cetoglutarato 

deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa), en retículo endoplásmico y en la membrana 

plasmática (Bernas and Dobrucki, 2000). Sin embargo, se requiere comprobar y medir la 

actividad de estas enzimas para comprobar si el tratamiento con rotenona aumenta su 

actividad.  



38 
 

La 6-OHDA y la rotenona son compuestos conocidos por su capacidad de inhibir la actividad 

de complejo I de la CTE y se utilizan para generar modelos experimentales de la EP en 

roedores (Betarbet et al., 2000; Kupsch et al., 2014; Winklhofer and Haass, 2010). Se ha 

reportado la disminución de la actividad de complejo I en mitocondrias aisladas del estriado 

de ratas tratadas con 6-OHDA (Kumar et al., 2012; Tobon-Velasco et al., 2013). También se 

ha informado que la rotenona disminuye la actividad del complejo I en cultivos primarios de 

neuronas y en mitocondrias aisladas de cuerpo estriado (Scola et al., 2014). Sin embargo, no 

se ha estudiado el efecto que ejercen estos compuestos sobre los astrocitos. Por los datos 

de la literatura, esperábamos encontrar inhibido el complejo I en astrocitos al ser tratados con       

6-OHDA o rotenona. 

 

Sorprendentemente, la actividad de complejo I no disminuyó con el tratamiento de 6-OHDA ni 

de rotenona en estas células. Incluso ante la exposición de 6-OHDA, se detectó la tendencia 

a aumentar la actividad de complejo I en estriado e hipocampo.  

 

No se sabe  con exactitud cuál es el sitio de unión de la rotenona al complejo I, pero se ha 

sugerido que podría estar localizado en alguno de los nueve centros hierro-azufre, o en la 

flavina mononucleótido que conforma a este complejo e incluso en el sitio de unión de            

semi-ubiquinona (Berndt et al., 2013). Por lo cual se podría pensar que existen diferencias en 

los sitos de unión presentes en astrocitos con respecto al de otras células. Como los estudios 

con 6-OHDA y rotenona se han realizado con modelos in vivo, no se discrimina si estos 

compuestos tienen efectos diferentes en los diferentes tipos de células del estriado. Estos 

resultados nos dan un punto de partida para profundizar el estudio del complejo I en 

astrocitos y estudiar el mecanismo por el cual la 6-OHDA y la rotenona provocan muerte 

celular sin inhibir la actividad de complejo I de astrocitos. 

 

Para el estudio de complejo II de la CTE se utilizaron 3-NP y malonato, compuestos 

conocidos por su capacidad de inhibir la actividad de complejo II de la CTE y que a partir de 

ello generan modelos experimentales de la EH (Hariharan et al., 2014; Tunez et al., 2010). 

Se ha reportado que el 3-NP inhibe la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa en 

diferentes regiones cerebrales tales como el hipocampo, el cuerpo calloso, la corteza 

cerebral, siendo el cuerpo estriado la región más vulnerable (Brouillet et al., 1998).  
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También se ha informado que el malonato disminuye la actividad de complejo II en 

mitocondrias aisladas de cuerpo estriado (Kalonia et al., 2010). Por lo tanto, se esperaba que 

el tratamiento con 3-NP o malonato disminuyera la actividad de la SDH en astrocitos. 

 

Muchos autores fundamentan el uso de la técnica de reducción de MTT como marcador de 

actividad mitocondrial en que la SDH -localizada en mitocondria- es la enzima que reduce 

este compuesto. Por lo tanto, se esperaba que al exponer los astrocitos a 3-NP o malonato 

se encontrara una menor reducción de MTT. Sin embargo, como ya se mencionó antes, la 

reducción de MTT no es exclusiva de mitocondria, hay otros compartimentos celulares que 

participan en la reducción del MTT. 

 

El 3-NP no afectó la reducción de MTT de los astrocitos provenientes de ninguna de las 

regiones cerebrales en estudio. En el caso del malonato, sólo se encontró una disminución 

de la reducción de MTT en estriado. No se encontró disminución del número de células en 

los cultivos, es decir, la exposición a 3-NP o malonato no es toxica para los astrocitos. Sin 

embargo, no descartamos cambios metabólicos en respuesta a la incubación con estos 

compuestos.  

 

Para medir la actividad de complejo II usamos un método que se ha utilizado en el 

Laboratorio de Neurobiología Molecular para realizar varios trabajos previos (García, 2014; 

Luis, 2014) que se basa en reportes de la literatura (Kirby et al., 2007). Inesperadamente, no 

se detectó la actividad del complejo II en astrocitos de ninguna de las regiones en estudio. Sí 

se detectó actividad en mitocondrias de corazón y en neuronas granulares de cerebelo. Este 

un resultado muy interesante porque nos lleva a que no conocemos como puede estar 

funcionando este complejo en astrocitos. Para esto proponemos que es necesario 

profundizar el estudio del mismo y verificar que efectivamente no hay actividad de este 

complejo. Buscando otros métodos por los cuales se pueda medir la actividad de complejo II 

que funcione con estas muestras. 
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En la última parte de este trabajo se buscó por Western blot una proteína de cada complejo 

de la CTE usando un coctel de anticuerpos disponibles comercialmente. Las subunidades a 

detectar se eligieron por su alta sensibilidad a afectarse cuando el complejo a que 

pertenecen sufre daño (según la hoja técnica del fabricante Abcam, No. de catálogo 

ab110413).  

 

Se detectaron las proteínas buscadas en mitocondrias de corazón y en neuronas granulares 

de cerebelo. En astrocitos, se detectó la subunidad correspondiente al complejo I, II, III y V, 

pero no se detectó la subunidad del CIV. Sí se encontró una subunidad del II, indicando que 

la SDH sí se encuentra en astrocitos. Inesperadamente, no se localizó la subunidad 

correspondiente a complejo IV. Este resultado es interesante porque este complejo se 

encarga de la reducción de oxígeno, así que su presencia es fundamental para el 

metabolismo oxidativo. El complejo IV se conforma de 13 subunidades, por lo que él no 

encontrar una de ellas no significa que el complejo no esté presente en astrocitos.  

 

Es probable que la subunidad MTCO1 (ab14705) que buscamos sea diferente en astrocitos. 

Revisando la literatura y la base de datos sobre esta proteína, se encontró que el anticuerpo 

que usamos ha sido usado para identificar al complejo IV en tejido cerebral, encontrándose 

predominante en áreas donde se marcaron neuronas (Gruenewald et al., 2014). Para 

profundizar el estudio del complejo IV en astrocitos habría que elegir otros anticuerpos para 

detectar su presencia ya sea mediante western blot o inmunofluorescencia. 

 

El estudio fue enfocado en comenzar a evaluar la función mitocondrial utilizando inhibidores 

de complejo I y II de la CTE. No obstante, queda pendiente estudiar qué cambios 

metabólicos sufren los astrocitos ante la presencia de los compuestos utilizados en este 

estudio. Dando paso a investigar las diferencias en el metabolismo oxidativo de astrocitos y 

neuronas. 
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8. CONCLUSIÓN 

 Los astrocitos de las regiones cerebrales estudiadas presentaron prácticamente la 

misma respuesta en los parámetros medidos. 

 Dado que la 6-OHDA y la rotenona inhiben el complejo I en varios tipos celulares, 

esperamos que también inhibieran la actividad de este complejo en astrocitos, 

conduciendo a muerte celular. Sin embargo, nos encontramos que ante la presencia 

de 6-OHDA y rotenona sí se presenta muerte celular y alteraciones metabólicas, pero 

no encontramos disminuida la actividad del complejo I.  

 Dado que el 3-NP y el malonato inhiben el complejo II, esperamos el mismo efecto en 

astrocitos. Sin embargo, el 3-NP no afectó la reducción de MTT en las regiones en 

estudio, mientras que el malonato sólo modificó la reducción de MTT en estriado. Al 

medir la actividad de complejo II, esta no se detectó en las condiciones estudiadas. A 

pesar de esto, se detectó por western blot una subunidad de este complejo, lo cual 

indica que esta enzima sí se encuentra presente en astrocitos.   

 

9. PERSPECTIVAS 

 Es relevante profundizar el estudio de la actividad mitocondrial y verificar qué cambios 

metabólicos podrían estar sufriendo los astrocitos ante la presencia de los compuestos 

utilizados en este estudio. 

 Se propone investigar si existen diferentes respuestas haciendo una comparación 

entre astrocitos y neuronas ante la presencia de 6-OHDA, rotenona, 3-NP y malonato.  

 Investigar la expresión de los complejos respiratorios in vivo.  
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