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RESUMEN 

 

IMPACTO DEL DISTRÉS PSICOLÓGICO EN EL METABOLISMO 

ENERGÉTICO Y EN LA DEFENSA ANTIOXIDANTE DE LOS SISTEMAS 

NERVIOSO E INMUNE: IMPLICACIONES EN ENFERMEDAD DE 

PARKINSON 

Mariana Grigoruţă 

 

El estrés psicológico afecta el eje neuroinmune y contribuye al desarrollo de 

enfermedades como neuropatologías. El estrés psicológico induce estrés 

oxidativo, inflamación sistémica y altera la estructura y las funciones de las 

neuronas. La enfermedad de Parkinson (PD) es un desorden 

neurodegenerativo causado por la edad, factores genéticos y/o toxinas, se 

caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas y disfunción 

mitocondrial. En el presente estudio, hipotetizamos que el estrés psicológico 

fenocopia los síntomas y la patología celular de la PD y acelera la evolución de 

esta enfermedad en un modelo genético (PINK1-KO).  

En un modelo murino joven, encontramos que el distrés psicológico induce 

ansiedad, déficit motor, alteración en la energía metabólica (disminución de la 

fosforilación oxidativa y glucólisis), cambios en la expresión de proteínas 

antioxidantes y del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) así como 

una disminución del contenido mitocondrial en el cerebro. Además, las células 

mononucleares de sangre periférica (PBMCs) mostraron cambios en el perfil 

bioquímico, en la expresión de proteínas antioxidantes, BDNF, y daño de DNA, 

pero sin cambios en la energía metabólica. La falta de la proteína quinasa 1 

putativa dependiente de fosfatasa y de homólogo de tensina (PINK1), una 

quinasa implicada en la regulación de la mitofagia, induce la alteración del 



 
 

 
 

vii 

metabolismo mitocondrial en las PBMCs pero no en la corteza prefrontal (PFC) 

o en la substantia nigra (SN), en ratas jóvenes. También, el estrés en la edad 

temprana tiene efectos negativos a distintas edades sobre el ciclo celular de los 

PBMCs y sus mitocondrias.  

Nuestro trabajo fortalece la idea de que el estrés psicológico impacta 

negativamente el eje neuroinmune, participando en el desarrollo de 

neuropatologías, y propone el estudio de las PBMCs y de varios biomarcadores 

sanguíneos como sensores de la alteración de la homeóstasis en el cerebro.  
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PCA Análisis de componentes principales (Principal Component 

Analysis) 

PD Enfermedad de Parkinson (Parkinson´s Disease) 

PINK1 Proteína quinasa 1 putativa dependiente de fosfatasa y de 

homólogo de tensina (Phosphatase and tensin homolog (PTEN)-

Induced Kinase 1) 



 
 

 
 

xvii 

PDVF Membrana de fluoruro de polivinilideno (Polyvinylidene difluoride 

membrane) 

PFA Paraformaldehido (Paraformaldehyde) 

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Phenylmethylsulfonyl Fluoride) 

PND Día postnatal (Postnatal Day) 

ROS Especias reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species) 

rpm Rotaciones por minuto (Rotations Per Minute) 

S+ Grupo estresado  

S+P- Grupo estresado, sin tratamiento con Piracetam  

S+P+ Grupo estresado, en tratamiento con Piracetam  

S- Grupo no estresado  

S-P- Grupo no estresado, sin tratamiento con Piracetam  

S-P+ Grupo no estresado, en tratamiento con Piracetam  

SDS Sodio dodecil sulfato (Sodium Dodecyl Sulfate) 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 

(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

SEM Error estandar de la media (Standard Error of the Mean) 

SN Substantia Nigra 

SR-µFTIR Microespectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier 

(Synchrotron Radiation Fourier Transform Infrared 

Microspectroscopy) 

SOD1 Superóxido dismutasa citosólica (Cytosolic Superoxide 

Dismutase) 

SOD2 Superóxido dismutasa mitocondrial (Mitochondrial Superoxide 

Dismutase) 

TH Tirosina hidroxilasa (Thyroxine Hydroxylase) 

TOM20 Translocasa de la membrana externa 20 (Translocase of Outer 

Membrane 20) 

UNR Universidad de Nevada en Reno (University of Nevada in Reno) 



 
 

 
 

xviii 

UTEP Universidad de Texas en el Paso (University of Texas in El Paso) 

WB Western Blot  

WT Silvestre (Wild Type) 



 
 

 
 

xix 
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Acinesia  Perdida de habilidad de iniciar movimientos  

Ataxia Perdida de coordinación de movimientos voluntarios   

Autosómico 
recesivo 

Condición cuando un individuo recibe un gen mutado de los 
dos progenitores  

Bradicinesia Ejecución lenta de movimientos  

Cerebro medio También denominado mesencéfalo, es una región cerebral 
formado por tectum y tegmentum, y es implicado 
especialmente en coordinación de los movimientos motoras   

Chaperona Proteína que ayuda en el plegamiento de otras proteínas  

Cinasa Enzima que cataliza el transfiero de grupos fosfato  

Conjugación Estabilidad ganada por una molécula a través de la 
superposición de tres o más orbitales p  

Distrés Estrés que tiene efectos negativos por alterar deferentes vías 
metabólicas  

Epigenética Estudio de los cambios hereditarios en expresión de genes 
que no implica alteraciones en la secuencia de ADN  

Estrés oxidante  Desequilibrio creado por altos niveles de radicales libres y 
baja cantidad de antioxidantes  

Eustrés Estrés que estimula positivamente el cuerpo.  

Factor neurotrófico Biomolécula que promueve la sobrevivencia, crecimiento y la 
diferenciación de las neuronas   

Fosforilación 
oxidativa  

Proceso metabólico en donde los electrones son transferidos 
desde NADH o FADH2 a O2 para formar ATP  

Glicólisis Proceso metabólico que convierte glucosa en dos moléculas 
de piruvato  
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INTRODUCCIÓN 

 

“Lo que pasa en la mente del hombre siempre es  

reflejado en las enfermedades del cuerpo. "  

René Jules Dubos 

El estrés psicológico agudo puede tener efectos perjudiciales sobre la mente y el 

cuerpo (Pfau and Russo, 2015; Sierra-Fonseca and Gosselink, 2018), sin 

embargo, la exposición crónica al estrés los altera por largos periodos o 

permanentemente. Es bien conocido que el estrés psicológico altera el sistema 

hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA) y la actividad del sistema nervioso autónomo, 

induciendo inflamación del cerebro (Vargas-Caraveo, Perez-Ishiwara and 

Martinez-Martinez, 2015), retracción de dendritas y alteración de las conexiones 

sinápticas (McEwen, Nasca and Gray, 2016), estrés oxidativo, neurodegeneración, 

comportamiento depresivo y déficit de memoria, tanto en roedores como en 

humanos (Lupien et al., 1998; Zhang, Zhao and Wang, 2015).  

La respuesta al estrés es la suma de todas las experiencias a través de las cuales 

un individuo transita hasta ese momento. Estudios han mostrado que la exposición 

al estrés en la vida temprana induce un estrés residente en la adultez. Experiencias 

estresantes de intensidad leve en la edad temprana atenúan la respuesta a estrés 

futuro, el cuerpo se adapta fácilmente a una nueva situación y consecuentemente 

el impacto negativo es menor (Pfau and Russo, 2015). Sin embargo, el estrés 

prolongado en la vida temprana puede causar irregularidades de los sistemas 

nervioso e inmune, ligadas a modificaciones en la expresión de genes implicados 

en la reactividad del estrés, tales como la alteración de la síntesis de 
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corticosteroides y de sus receptores, lo que aumentan la vulnerabilidad a 

situaciones de estrés en el futuro (Fogelman and Canli, 2019).  

Dado que la exposición crónica a niveles altos de glucocorticoides puede contribuir 

a la neurodegeneración y estrés oxidante, en este estudio se hipotetizó que el 

estrés psicológico altera la conducta, la función motriz, la energía metabólica y la 

abundancia de proteínas antioxidantes en el cerebro así como en las células 

mononucleares circulantes (PBMCs, por sus siglas en inglés), y que debido al daño 

oxidante subyacente a las neuropatologías, el daño oxidante inducido por estrés 

psicológico crónico haria una fenocopia de la enfermedad de Parkinson (PD, por 

sus siglas en inglés), misma que tiene su correlato en el estrés oxidante. El estrés 

psicológico fue inducido en ratas silvestres (WT, por sus siglas en inglés) y knock-

out (KO) de la proteína quinasa 1 putativa dependiente de fosfatasa y de homólogo 

de tensina (PINK1, por sus siglas en inglés, un modelo parkinsoniano de rata), a 

olor de depredador (Dielenberg and McGregor, 2001; Vargas-Caraveo et al., 2014; 

Vargas-Caraveo, Perez-Ishiwara and Martinez-Martinez, 2015); o por separación 

materna (MatSep), un modelo de estrés en vida temprana, exitosamente usado en 

numerosas investigaciones como paradigma del efecto del estrés en el largo plazo 

(Lupien et al., 2009). Para confirmar que la metodología utilizada induce estrés 

psicológico, se midieron parámetros bioquímicos en plasma y nivel de 

corticosterona y se estudió el comportamiento durante y posteriormente a la 

exposición al estrés. Después, se evaluó el desarrollo motriz, la fosforilación 

oxidativa (OXPHOS, por sus siglas en inglés) y glicólisis en corteza prefrontal 

(PFC, por sus siglas en inglés), substantia nigra (SN) y en PBMCs, y se midieron 

la expresión y la actividad de diversas enzimas antioxidantes, el nivel de factor 

neurotrópico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), contenido 

mitocondrial y la presencia de neuronas dopaminérgicas en la SN. Según nuestro 

conocimiento, este estudio es el primero que muestra que el estrés psicológico 

induce alteraciones de la energía metabólica del cerebro empleando ensayos in 

vivo con el analizador de flujo extracelular (Agilent Seahorse XF24 Metabolic), que 
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cuantifica en tiempo real el consumo de oxígeno (OCRs, por sus siglas en inglés) 

y de acidificación extracelular (ECARs, por sus siglas en inglés) en células y tejidos. 

Estas alteraciones del cerebro fueron asociadas con disfunciones motrices y 

ansiedad, esto se mostró exponiendo a las ratas a la prueba de evitamiento de olor 

por ocultamiento, la prueba del laberinto en cruz elevado, la prueba de la barra 

transversal, prueba rotarod y prueba de fuerza de agarre. 

El nootrópico Piracetam se usó in vivo e in vitro para un mejor entendimiento del 

daño oxidante en los sistemas nervioso e inmune y la reversibilidad de este insulto. 

Piracetam es usado como potenciador cognitivo en personas sanas o en 

neuropatologías (Malykh and Sadaie, 2010a; Corazza et al., 2014), Piracetam es 

un acelerador metabólico ya que incrementa la producción de ATP y el potencial 

de la membrana mitocondrial (MMP, por sus siglas en inglés) en el cerebro (Keil et 

al., 2006; Kurz et al., 2010). Usando Microespectroscopía Infrarroja por 

Transformada de Fourier (SR-µFTIR, por sus siglas en inglés) con fuente 

sincrotrón, este estudio mostró que el miedo y la ansiedad inducidos por estrés 

psicológico inducen alteración de los grupos funcionales en las células inmunes; 

las PBMCs de ratas estresadas mostraron peroxidación lipídica y daño en la 

estructura de las proteínas. 

Además, usando la técnica de citometría de flujo, se demostró que el estrés en la 

vida temprana altera la función de las PBMCs en etapas posteriores a lo largo de 

la vida; las ratas adolescentes y adultas estresadas por MatSep mostraron 

activación crónica de mitocondrias y ciclos celulares alterados en las PBMCs y 

mayor neuroinflamación en la adultez. 

Los resultados de esta tesis abren nuevas hipótesis en el estudio de los sistemas 

inmune y nervioso, la relación entre ellos en respuesta al estrés psicológico y a las 

implicaciones en la progresión de enfermedades neurodegenerativas. Además, 

este estudio ofrece pistas sobre el posible uso de diferentes biomarcadores 

sanguíneos (como BDNF, PINK1 y DJ1) en el diagnóstico y/o evolución del 

tratamiento de PD o simplemente en el estudio del estatus oxidante del cuerpo. 
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ANTECEDENTES 

 

ESTRÉS 

Definición de estrés y clasificación  

En 1936, el médico y Doctor en endocrinología Hans Selye acuñó el término 

“estrés” como la respuesta adaptativa de las células u organismos expuestos a 

factores que alteran su homeostasis (Selye, 1936, 1956). Su trabajo lo convirtió en 

pionero en el estudio fisiológico del estrés, siendo el primero que abordó el eje 

hipotalámico pituitario (o hipofisiario) adrenal (HPA o HHA por sus siglas en inglés) 

desde un punto de vista biológico. Describió tres fases a través de las cuales el 

cuerpo atraviesa cuando se encuentra expuesto a estrés y las nombro “el síndrome 

general de adaptación”. La primera fase es la denominada “alarma”, también 

llamada como respuesta “lucha o huida”, inducida por la liberación de adrenalina y 

noradrenalina, es caracterizada por el incremento de la energía metabólica, 

reducción del volumen del timo, bazo, glándulas linfáticas e hígado, disminución 

del peristaltismo en el tracto digestivo y baja temperatura corporal. Posteriormente, 

el organismo entra en la segunda fase denominada “resistencia” mediada por el 

cortisol/corticosterona que se caracteriza por el incremento en el volumen de las 

glándulas adrenales, atrofia de gónadas, producción aumentada de glucosa en el 

hígado, disminución del factor de crecimiento y prolactina. Además, esta fase es 

caracterizada por el incremento de la velocidad respiratoria y cardiaca, fatiga y 

problemas de apetito o sueño. Si el organismo no resuelve el conflicto con su 

estresor, llega a la tercera fase que es el “agotamiento” como resultado de un 

estrés prolongado que no logró evadir el estresor y es cuando se desarrollan 

patologías crónicas (Selye, 1936, 1956). Tanto el estrés agudo como el crónico 

pueden tener impactos negativos en la fisiología del cuerpo y son asociados con 

muchas patologías como desórdenes neurológicos (depresión, ansiedad, 

desórdenes bipolares, esquizofrenia), diabetes tipo dos, enfermedades 
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cardiovasculares, cáncer, enfermedades autoinmunes o neurodegenerativas 

(Selye, 1975; Szabo, 1998; Schiavone et al., 2013). 

Hay muchas formas de clasificar el estrés que son adecuaciones al área de 

estudio, pero obedecen en su mayoría y en concordancia a lo descrito por Selye. 

Basándose en el tipo de origen de los estresores, el estrés puede ser psicológico, 

físico o químico. De acuerdo al efecto que tiene sobre el cuerpo, el estrés es 

llamado eustrés, cuando estimula positivamente al cuerpo, y distrés, cuando tiene 

efectos negativos debido a la alteración de las vías metabólicas. En base al tiempo 

de exposición, se le llama estrés agudo, cuando la exposición al estrés es corta, y 

estrés crónico, cuando el tiempo de exposición es largo (Tabla 1). (Selye, 1975; 

Szabo, 1998). Sin embargo, cualquiera que sea la clasificación que se use desde 

cada disciplina o modelo, la realidad es que en términos fisiológicos todas ellas 

activan el eje HPA también llamado eje del estrés, en este sentido, el estrés es 

simplemente estrés y es una respuesta adaptativa a las demandas del medio 

(Bienertova-Vasku, Lenart and Scheringer, 2020).  

 

Tabla 1. Clasificación del estrés (Selye, 1975; Szabo, 1998). 

Parámetros Clasificación del estrés Ejemplos 
 

Origen de los 
estresores 

Estrés psicológico  
 
 
Estrés físico  
 
 
 
Estrés químico  

Perdida de familiares/amigos, aislamiento, 
problemas financieros, inseguridad, etc 
 
Temperatura, ruido, hipoglicemia, hipoxia, 
enfermedad, agentes infecciosos, lesión 
física, etc. 
 
Fármacos, substancias químicas de 
productos de limpieza, intoxicación con 
alcohol, etc. 
 

Tiempo de 
exposición  

Agudo 
 
Subagudo (episódico o 
repetido) 
 
Crónico 

Periodo corto de exposición al estrés. 
 
Exposición repetida a episodios cortos de 
estrés.  
 
Periodo largo de exposición al estrés. 
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Efecto Eustrés 
 
Distrés 

Exámenes, competiciones, nuevos retos  
 
Perdida de familiares/amigos, perdida de 
trabajo, intoxicación con drogas.  
 

 

Estrés psicológico  

El estrés psicológico es definido como una respuesta de un organismo a estresores 

mentales, reales o imaginarios. Implica todo un proceso interno fisiológico 

necesario para adaptarse al ambiente (Selye, 1956; Monroe, 2001; Bienertova-

Vasku, Lenart and Scheringer, 2020).  

El estrés psicológico puede ser inducido por eventos traumáticos únicos, 

repetitivos o crónicos, en cualquier caso contribuye al incremento del estrés 

oxidante en el cerebro promoviendo neuropatologías (Sierra-Fonseca and 

Gosselink, 2018). Mientras el incremento temporal de cortisol puede ser benéfico, 

la exposición al estrés crónico induce liberación continua de cortisol y contribuye a 

la inflamación crónica en todo el organismo incluyendo el sistema inmune, el 

cerebro y los tejidos periféricos. La activación crónica del eje HPA incluye la 

liberación de corticosterona/cortisol y la inhibición del sistema inmune, las 

hormonas en cuestión y el sistema inmune alterado puede afectar adversamente 

los circuitos neuronales por medio de citosinas que inducen cambios en el volumen 

y la estructura de las neuronas, inflamación crónica de las meninges, alteraciones 

de vías metabólicas mediadas por ROS/NOS, procesos llamados “neuropatología 

del estrés” (Lucassen et al., 2014). Varios estudios muestran que el HPA se 

encuentra alterado y desbalanceado en enfermedades neurodegenerativas como 

la enfermedad de Parkinson (PD, por sus siglas en inglés) y conlleva a un 

incremento crónico significativo en el nivel de cortisol (Höschl and Hajek, 2001; 

Zhang et al., 2017). Debido a que niveles altos de corticoides puede contribuir a la 

neurodegeneración y el estrés oxidante (Herrero et al., 2015), es concebible que 

el estrés psicológico crónico puede exacerbar la patología de la PD.  
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Por su parte, el estrés en vida temprana representa un factor de riesgo para 

alteraciones temporales o permanentes de la homeostasis del cerebro (Fagundes 

and Way, 2014; Ganguly and Brenhouse, 2015). El cuidado materno es un 

requerimiento esencial para la vida de los recién nacidos en mamíferos, su 

privación afecta el comportamiento y desarrollo del futuro adulto y predispone a 

enfermedades crónicas por modificaciones genéticas y epigenéticas. Los primeros 

días posnatales son caracterizados por una alta plasticidad cerebral y actividad 

neuroendocrina en el sistema inmune inmaduro, y cualquier alteración 

compromete el desarrollo neuronal (Kuhn and Schanberg, 1998; Ganguly and 

Brenhouse, 2015). La separación materna neonatal (MatSep) causa múltiples 

efectos en el funcionamiento neuronal y del comportamiento así como en la 

programación neuroendocrina y neuroinmune, tanto en corto como a largo plazo 

(Huot et al., 2002; Zhang, Qin and Zhao, 2013; Brenhouse, Danese and Grassi-

Oliveira, 2018). Además, los efectos del estrés son dependientes de la frecuencia 

y duración de este, así como del sexo y edad (Gracia-Rubio et al., 2016; 

Bereshchenko, Bruscoli and Riccardi, 2018; De Melo et al., 2018). 

El estrés psicológico induce estrés oxidante y causa daños orgánicos que pueden 

llevar a patologías como ansiedad y depresión, desórdenes de apetito y sueño, 

enfermedades autoinmunes, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, 

desórdenes neurodegenerativos como PD, enfermedad de Alzheimer o demencia. 

Dentro de las células, el estrés induce daño oxidante en lípidos, proteína y DNA, 

desregula la maquinaria transcripcional, altera la actividad y expresión de proteínas 

antioxidantes (CAT, SOD1, SOD2, DJ1), induce carga alostática en la mitocondria, 

inflamación, neuroinflamación y neurodegeneración (Fig. 1). Colectivamente, estos 

cambios bioquímicos afectan adversamente los sistemas nervioso e inmune 

(Mejia-Carmona et al., 2014, 2015; Grigoruţă et al., 2018). 
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Figura 1. Posibles patologías y cambios moleculares inducidas por el estrés psicológico a 
través del tiempo (Mejia-Carmona et al., 2014, 2015; Grigoruţă et al., 2018; Picard and McEwen, 
2018). 

 

Sistema nervioso (NS) en estrés 

El estrés psicológico induce la liberación de neurotransmisores y neurohormonas 

activando el eje simpático adrenomedular (SAM, por sus siglas en inglés) y el eje 

HPA. Como una rápida respuesta al estrés, la vía SAM es activada, y la adrenalina 

y noradrenalina son liberadas por cortos periodos de tiempo de la médula adrenal 

y las terminales nerviosas simpáticas, respectivamente. De esta forma, el cuerpo 

se encuentra en un estado de alarma, conocido como respuesta de “pelea o huye”, 

caracterizada por taquicardia, incremento de la velocidad respiratoria, 

vasoconstricción periférica, sudoración, cambios en el tono de la voz, entre otros. 

Posteriormente, la cascada HPA es activada, y la incapacidad para regularla puede 

contribuir a condiciones patológicas (Sierra-Fonseca and Gosselink, 2018). La 

acetilcolina, serotonina o noradrenalina activan las neuronas del hipotálamo, las 

cuales sintetizan el factor de liberación de la corticotropina (CRF, por sus siglas en 

inglés) y la hormona arginina vasopresina (AVP, por sus siglas en inglés). Las CRF 

y AVP estimulan el lóbulo anterior de la glándula pituitaria la cual libera la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH, por sus siglas en inglés). Posteriormente, la ACTH 
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estimula la corteza adrenal que sintetiza los glucocorticoides (cortisol y 

corticosterona), que activan las vías metabólicas relacionadas con las proteínas 

inflamatorias y que regulan la respuesta inmune y el metabolismo de la glucosa, o 

mineralocorticoides (aldosterona) implicados en el mantenimiento electrolítico y 

balance de los fluidos en la célula. Otras hormonas como la hormona del 

crecimiento, el glucagón, la renina y la angiotensina, también participan 

activamente en la respuesta del cuerpo al estrés (Black, 2002). La actividad del eje 

HPA es mediada a través de receptores específicos para glucocorticoides (GR, por 

sus siglas en inglés) y para mineralocorticoides (MR, por sus siglas en inglés). En 

el cerebro, esos receptores son ubicuos y hacen a las neuronas una diana 

importante del estrés. Además, como un sistema de retroalimentación negativa, 

los glucocorticoides regulan la cascada neuroendocrina inhibiendo la liberación de 

CRF y ACTH. Sin embargo, largos tiempos de exposición al estrés alteran la 

expresión de GR o MR, lo que impide el apagado del eje HPA y expone las células 

a altas concentraciones de corticosteroides de manera continua (Fig. 2) (Lucassen 

et al., 2014).  
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Figura 2. El efecto del estrés psicológico agudo y crónico en sistema nervioso. Como 
respuesta rápida al estrés, se activa el eje SAM caracterizado por la liberación de adrenalina y 
noradrenalina e inducción del estado de “pelea o huye”. Posteriormente, el eje HPA es activado, las 
hormonas corticoides son liberados hasta que se resuelve el conflicto con el estresor. Cuando el 
estresor es crónico o de alto impacto, la realimentación negativa del eje HPA deja de funcionar, lo 
que lleva a daño oxidante, carga alostática en mitocondria, agregación de proteínas, entre otras 
(Lucassen et al., 2014; Sierra-Fonseca and Gosselink, 2018). CRF: factor de liberación de la 
corticotropina; ACTH: hormona adrenocorticótropa; GR: receptores a glucocorticoides; MR: 
receptores a mineralocorticoides. 

 

Resiliencia 

La resiliencia ocurre cuando el cerebro es capaz de responder positivamente a una 

situación de estrés y trabaja en beneficio de todo el cuerpo, adaptándose al estrés 

del cual puede obtener efectos positivos. La resiliencia se trata de una activación 

eficiente del eje neuroinmune caracterizado por un balance óptimo entre 

corticoides liberados y sus receptores. Esta adaptación al estrés es mediada por 

la buena coordinación entre el eje HPA y la vía SAM para mantener la homeostasis 

en todo el cuerpo. Este proceso es llamado alostasis y envuelve todos los 
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neurotransmisores y hormonas que trabajan para mantener el equilibrio de los 

sistemas nervioso e inmune. Cuando este sistema es sobrecargado la regulación 

es alterada, la alostasis es cargada y sobrecargada. La pérdida de la resiliencia 

está ligada a la ansiedad y depresión, afecta el comportamiento y la cognición, e 

incrementa el riesgo de desarrollo de enfermedades crónicas (McEwen and 

Wingfield, 2003).  

El cerebro es el objetivo clave de la respuesta al estrés, resiliencia o carga 

alostática. En el estrés agudo o crónico, el cerebro muestra cambios estructurales 

y funcionales, tales como morfología dendrítica y conexiones sinápticas alteradas, 

que los animales jóvenes fácilmente recuperan después de resolver las situaciones 

de estrés. Sin embargo, este estado de recuperación es diferente al estado inicial, 

cualquier impacto sobre el cerebro tiene efectos permanentes a este nivel 

(Goldwater et al., 2009). Tanto en ratas como en humanos, el estrés en la vida 

temprana induce alteraciones genéticas y epigenéticas para proteínas 

relacionadas a la actividad del eje HPA. El estrés en la vida temprana altera la 

expresión de los GR en diferentes regiones del cerebro causando irregularidades 

en la vía de inhibición para el eje HPA. Además, el estrés induce hipometilación 

del gen GR (McGowan et al., 2009; Kurek et al., 2018) que se expresan en el 

cerebro y en sistema inmune, entre otros tejidos y órganos. La liberación 

descontrolada de cortisol/corticosterona, alteración de la expresión de grelina y 

leptina ligadas a la alteración de la ingesta de alimentos, anorexia, bulimia nerviosa 

u obesidad, asimismo, incrementa el riesgo de síndrome metabólico en adultos. 

También, el incremento de la liberación de ACTH, la exposición crónica de células 

a altas concentraciones de corticosteroides y la alteración de sistemas 

serotonérgico y glutamatérgico apuntan hacia las cargas alostáticas en los 

sistemas cardiovasculares, metabólicas o inmunes (Fogelman and Canli, 2019; 

Malik and Spencer, 2019). Además, la  desregulación del sistema dopaminérgico 

(polimorfismos de dopamina D2, receptores de genes D3 o genes de catecol o 

metiltransferasa, entre otros), del sistema serotonérgico (polimorfismo de 



 
 

 
 

12 

transportador de serotonina o receptor de genes codificantes), del sistema 

GABAérgico (polimorfismos en el receptor GABA) o del sistema complemento 

(variantes genéticas de factores complemento B, H e I) fueron fuertemente ligados 

con depresión o desórdenes de estrés postraumático. Por otro lado, mutaciones 

en genes relacionados a apoptosis (para caspasa o proteínas Bcl2, por ejemplo) o 

genes relacionados con neurotransmisión y neuromodulación (como genes 

codificadores de factores neurotróficos relacionados al crecimiento neuronal y 

plasticidad) fueron encontrados en pacientes con estrés postraumático (Boyajyan 

et al., 2015). Incluso, en animales estresados se ha encontrado patrones 

diferenciales de metilación de regiones promotoras o reguladoras de diferentes 

genes relacionados con el aumento de la hipertensión o disfunción endotelial 

(Vidrascu et al., 2019). 

 

Sistema inmune (IS por siglas en inglés) en el estrés  

El IS representa un conjunto coordinado de células y hormonas responsables del 

mantenimiento de la homeostasis del cuerpo cuando es expuesto a antígenos 

externos, las células inmunes son generadas en la médula ósea y tienen diferentes 

sitios de maduración y residencia. Las células hematopoyéticas (generadas en 

médula ósea) son progenitores de la célula madre multipotencial llamada 

hemocitoblasto, que se diferencia asimétricamente en dos linajes, uno 

representado por las células madre mieloides y otro por las células madre linfoides. 

Los progenitores mieloides son los precursores de los granulocitos (neutrófilos, 

eosinófilos y basófilos), los monocitos/macrófagos, las células dendríticas-

mieliodes, los mastocitos, los eritrocitos, y las plaquetas; Por su parte, las células 

madre linfoides forman los linfocitos (células T, células B y células Natural-killer o 

células NK). Los monocitos, encontrados en sangre circulante, se diferencian en 

macrófagos en el tejido. Incluso, las células dendríticas y los mastocitos se 

diferencian y cumplen sus funciones en los tejidos. Dependiendo de la forma de 
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los núcleos, las células inmunes circulantes son clasificadas como células 

mononucleares (linfocitos, monocitos y macrófagos) y células polimorfonucleares 

(granulocitos), descritas en la Tabla 2 (McComb et al., 2013). 

 

Tabla 2. Clasificación y características de las células inmunes en mamíferos (McComb et al., 
2013). 

Tipo de célula Sitio de 
maduración 

Sitio de 
residencia 

Función 

Células mononucleares    

Linfocitos 

Células B  Medula ósea  Sangre y 
tejido 
linfático  

Producción de anticuerpos 
(inmunidad humoral, 
respuesta inmune adaptativa). 
 

Células T  
 

• colaboradoras 
 
 
 

• citotóxicas 

Timo  Sangre y 
tejido 
linfático 

Estimulan el crecimiento y la 
activación de las células B 
(inmunidad humoral). 
Activa los macrófagos vía 
liberación de citocinas 
(inmunidad celular, respuesta 
inmune adaptativa). 
 

Destruyen las células 
infectadas por virus, células 
tumorales o extrañas 
(inmunidad celular, respuesta 
inmune adaptativa). 
 

Asesina natural o 
natural killer (NK) 

Sangre Sangre y 
tejido 
linfático 

Destruyen las células 
infectadas por virus o células 
tumorales (acción 
dependiente de anticuerpos). 
 

Monocitos/ Macrófagos Los monocitos, células 
inmaduras, son transportados 
por la sangre llegando a los 
tejidos donde se diferencian 
en macrófagos. 

Presentación de antígeno a 
las células T, fagocitosis, 
producción de citocinas 
(conectan las respuestas 
inmunes innatas y 
adaptativas. 

Células dendríticas  Tejidos 
linfáticos   

Tejidos Presentación de antígeno a 
las células T (conectan las 
respuestas inmunes innatas y 
adaptativas. 

Mastocitos  Tejidos Tejidos Liberación de mediadores 
inflamatorios como citocinas, 
serin-proteasas, histamina, 
enzimas lisosomales, ROS 
(parte de la inmunidad innata)  

Células polimorfonucleares    

Neutrófilos Medula ósea Sangre y 
tejidos  

Fagocitosis (parte de la 
inmunidad innata). 
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Eosinófilos Medula ósea Sangre y 
tejidos 

Liberación de mediadores 
inflamatorios como citocinas, 
ROS, mediadores lipídicos, 
factores de crecimiento (rol en 
la defensa ante la infección 
parasitaria y alergias). 

Basófilos Medula ósea Sangre y 
tejidos 

Liberación de mediadores 
inflamatorios como heparina, 
histamina y regulación de la 
conducta de las células T (rol 
en la defensa ante la infección 
parasitaria y alergias). 

 

La respuesta innata o natural inmune es una respuesta rápida a un antígeno e 

incluye a las células polimorfonucleares, las células fagocíticas (neutrófilos, 

monocitos y macrófagos) y las células NK. La respuesta innata no requiere una 

exposición previa al antígeno y es caracterizada por la liberación inmediata de 

mediadores inflamatorios como citocinas e interferones, destrucción de células 

infectadas o ingestión y destrucción de los antígenos (McComb et al., 2013). 

La respuesta inmune adaptativa es una respuesta retardada que para la activación 

requiere de interacción previa con el antígeno y es representado por los linfocitos, 

conocidos también como células blancas, e incluye las células T y B (McComb et 

al., 2013). Los linfocitos T actúan como células efectoras y son clasificadas en dos 

principales grupos de acuerdo con el tipo de receptores expresados en su 

membrana citoplasmática: los CD4 (células T ayudadoras o colaboradoras), que 

median la respuesta inmune de macrófagos y células B, y las CD8 (células T 

citotóxicas) las cuales liberan moléculas tóxicas que destruyen a la célula objetivo. 

Los linfocitos B expresan receptores inmunoglobulina sobre la superficie de la 

célula que están usando para reconocer epítopos antigénicos específicos y liberan 

anticuerpos en la sangre y en otros fluidos para inhibir a los antígenos (LaRosa 

and Orange, 2008).  

Los sistemas nervioso e inmune están bidireccionalmente conectados por 

hormonas y neurotransmisores para mantener la homeostasis del cuerpo. El eje 

HPA y la vía SAM provocan una respuesta inflamatoria mediante el incremento de 
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la producción de citocinas proinflamatorias como interferón-gamma, interleucinas 

o factor de necrosis tumoral alfa, la activación del factor nuclear de transcripción 

NF-kB o la estimulación de proteínas de la fase aguda, entre otros. Un proceso 

generalizado de inflamación afecta la homeostasis de las células o tejidos 

mediante el incremento del estrés y daño oxidante (Danese et al., 2007; Fogelman 

and Canli, 2019). Las células inmunes producen moléculas proinflamatorias o 

pueden sintetizar hormonas y neurotransmisores como acetilcolina, melatonina, 

ACTH, TSH, prolactina, hormonas de crecimiento, las cuales son capaces de 

permear la barrera hematoencefálica (BBB, por sus siglas en inglés), estimulan 

aferencias vagales o células endoteliales que forman la BBB, y alcanzan el 

cerebro. En el cerebro, la microglía es estimulada liberando citocinas que inducen 

neuroinflamación. Además, el eje HPA y el sistema nervioso autónomo (nervios 

simpáticos y eferentes vagales) liberan corticosterona/cortisol, norepinefrina, 

progesterona, acetilcolina, entre otros. Estas hormonas y neurotransmisores 

interactúan con receptores específicos encontrados sobre la superficie de células 

inmunes y señalan las vías que activan la respuesta inmune innata y adaptativa 

(Dantzer, 2018). La relación entre estos dos sistemas ha sido ampliamente 

explorada, sin embargo, no está claro si el daño oxidante lo altera de la misma 

forma. Asumiendo que ambos sistemas son afectados por el estrés al mismo 

tiempo y de formas similares, las células inmunes pueden ser un sensor para la 

alteración de la homeostasis del cerebro (Fig. 3). 
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Figura 3. La relación bidireccional entre el Sistema Inmune Periférico y Sistema Nervioso 
Central (Glaser and Kiecolt-Glaser, 2005). 

 

El ambiente tiene un rol crucial en el desarrollo del sistema neuroinmune y la 

reactividad al estrés depende de la interacción entre factores ambientales y 

hereditarios, lo cual comienza desde el útero y continúa hasta la muerte. 

Situaciones estresantes y no estresantes o actividades diarias, como ejercicio, 

lectura o interacción social, modulan el desarrollo y la actividad neuronal (McEwen 

and Gianaros, 2011). Estudios previos han mostrado que el estrés en la vida 

temprana induce activación crónica y cambios morfológicos y funcionales de la 

microglía con consecuencias de larga duración en su reactividad. La microglía es 

esencial en el mantenimiento de una conexión neuronal sana y participa en el 

desarrollo de CNS. Además, se ha encontrado que la citosina TNF- α, sintetizada 

por la microglía, en el cerebro juega un rol importante en la sinapsis, regulando la 

expresión de receptores AMPA y GABA, controlando la liberación de glutamato en 

neuronas y astrocitos. Por otro lado, las microglías interactúan con células 
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neuronales vía la cascada complemento o por vías que implican quimiocinas. La 

microglía está implicada en la activación de diferentes vías relacionadas con la 

proliferación y supervivencia de neuronas (Olmos and Lladó, 2014; Posfai, Csere 

and Orsolits, 2018). La inflamación crónica y el estrés oxidante altera la plasticidad 

del cerebro, morfología o volumen, modifica dendritas, sinapsis y neurotransmisión 

en diferentes regiones del cerebro como el hipocampo, corteza prefrontal, 

amígdala o ganglio basal, que está envuelto en el desarrollo de desórdenes 

mentales tales como la disminución cognitiva, disturbios en la memoria y el sueño, 

desórdenes por el uso de sustancias, ansiedad y depresión (Schiavone et al., 2013; 

Catale et al., 2020).  

 

Sistema oxidante-antioxidante  

A nivel molecular, el estrés es caracterizado por una ambivalencia entre el 

incremento de prooxidantes (radicales libres) y la disminución de la actividad del 

sistema antioxidante. La incapacidad de las células para afrontar un estrés 

oxidante alto lleva al desarrollo de patologías celulares que pueden alterar la salud 

(Valko et al., 2007; Massaad and Klann, 2011). 

Radicales libres  

Los radicales libres son cualquier átomo, solo o en una molécula, con electrones 

reactivos no apareados. El término “libre” fue introducido para indicar que el radical 

es un átomo presente en una molécula difusible. Hoy en día, la Unión Internacional 

de Química Pura y Aplicada (IUPAC por sus siglas en inglés) establece que “libre” 

no debería ser usado para radicales y el nombre apropiado es solo “radical” por sí 

solo. En la naturaleza, cuando el oxígeno es el aceptor clave de electrones en la 

cadena respiratoria, los radicales son principalmente derivados del oxígeno, 

generando especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés), y del 

nitrógeno (especies reactivas de nitrógeno, RNS, por sus siglas en inglés) (Fig. 4) 

(Phaniendra, Jestadi and Periyasamy, 2015). 



 
 

 
 

18 

 

 

Figura 4. El sistema oxidante-antioxidante. Reacciones químicas de las vías antioxidantes donde 

son implicadas: la superóxido dismutasa citosólica (SOD1), la superóxido dismutasa mitocondrial 

(SOD2), la catalasa (CAT), la glutatión peroxidasa (GPx) y la glutatión reductasa (Gr). NADPH: 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato, ROO˙: radical peroxil, ClO-: hipoclorito, 1O2, oxigeno 

singlete, O2
-: superóxido, H2O2: peróxido de hidrogeno, NO˙: óxido nítrico, OONO-: peroxinitrito, 

OH˙: radical hidroxilo, NO2: dióxido de nitrógeno (Phaniendra, Jestadi and Periyasamy, 2015). 

 

La mitocondria es la principal fuente de radicales, durante la producción de ATP, 

algunos electrones se escapan de la cadena de transporte de electrones e 

interactúan con las moléculas de oxígeno formando el radical superóxido, uno de 

los más inestables que genera la producción de otras especies reactivas (Fig. 4). 

Además, la xantina-oxidasa, NADPH oxidasa, lipoxigenasa o ciclooxigenasa son 

también importantes fuentes de radicales superóxidos. Los ROS pueden ser 

radicales (radical peroxi, superóxido, radicales hidroxilos) muy reactivos e 

inestables, o no radicales, que tienen alta capacidad para iniciar reacciones de 
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oxidación (oxígeno sencillo, peróxido de hidrógeno). También, las especies 

reactivas de nitrógeno (RNS por sus siglas en inglés) contienen nitrógeno con 

electrones no apareados altamente reactivos y la mayoría son moléculas 

inestables de óxido nítrico y dióxido de nitrógeno (Tabla 3) (Valko et al., 2007; 

Phaniendra, Jestadi and Periyasamy, 2015). ROS y RNS pueden inducir 

alteraciones muy a menudo irreversibles en la estructura y las funciones de las 

proteínas, lípidos o ácidos nucleicos, que son bases moleculares de la 

patogénesis. Sin embargo, estas moléculas altamente reactivas son benéficas 

para las células siendo parte de muchas rutas de señalización relacionadas con la 

sobrevivencia celular, crecimiento y diferenciación, participan en la regulación de 

la respuesta inmune, mitosis, plasticidad sináptica y circuitería neuronal (Valko et 

al., 2007; Massaad and Klann, 2011). 

Muchos estudios han mostrado que el estrés psicológico es traducido a la 

producción de ROS/RNS y estrés oxidativo. Eventos de estrés severo han 

mostrado afectaciones en la homeostasis del eje HPA a través de diferentes 

mecanismos moleculares como la alteración de receptores de glucocorticoides que 

cambian la regulación de otros neurotransmisores y hormonas implicadas en el 

mantenimiento del equilibrio redox, alteración en el metabolismo del glutamato, 

alteración del RNA, entre otras. Esos cambios activan rutas moleculares diferentes 

que llevan al estrés oxidativo, modificaciones de la morfología del cerebro, 

inflamación y desarrollo de enfermedades (Schiavone et al., 2013; Lucassen et al., 

2014). 
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Tabla 3. Clasificación de los radicales más comunes (Valko et al., 2007; Gruhlke and 
Slusarenko, 2012; Phaniendra, Jestadi and Periyasamy, 2015) 

Especies reactivas de oxígeno (ROS) 
 

Radicales No-radicales 

Superóxido (O2
•-) 

Hidroxilo (OH•) 
Alcoxilo (RO•) 
Peroxilo (ROO•) 
 

Peróxido de hidrogeno (H2O2) 
Oxigeno singlet (1O2) 
Ozone (O3) 
Peróxido orgánico (ROOH) 
Ácido hipoclorito (HOCl) 
Ácido hipobromito (HOBr) 

 
Especies reactivas de nitrógeno (RNS) 

 

Radicales No-radicales 

Óxido nítrico (NO•) 
Dióxido de nitrógeno 
(NO2

•) 
 

Peroxinitrito (ONOO-) 
Catión nitrosilo (NO+) 
Anión nitrosilo (NO-) 
Trióxido de dinitrógeno (N2O3) 
Tetraóxido de dinitrógeno 
(N2O4) 
Ácido nitroso (HNO2) 
Ácido peroxinitroso (ONOOH) 
Cloruro de nitrosilo (NO2Cl) 

Especies reactivas de azufre (RSS) 
 

Radicales No-radicales 

Radical tiilo (RS•) 
 

Tiol (RSH) 
Disulfuro (RSSR) 
Ácido sulfénico (RSOH) 
Tiosulfinato RS(O)SR 
Tiosulfonato RS(O)2SR 

 

Enzimas antioxidantes 

El estudio de los radicales libres in vivo está limitado por la vida media tan corta de 

éstos (fracciones de segundo), por ello, en Biomedicina, es útil el estudio de las 

huellas moleculares que éstos dejan (Valko et al., 2007; Phaniendra, Jestadi and 

Periyasamy, 2015), así como la activación de los sistemas antioxidantes los cuales 

pueden ser estudiados en el largo plazo. Cada célula tiene su propio sistema de 

protección contra radicales libres. Las enzimas antioxidantes transforman el radical 

superóxido en peróxido de hidrógeno, oxígeno molecular y agua (Fig. 4), y son 

buenos marcadores en el estudio del estrés oxidante. 
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Superóxido dismutasa. Las enzimas superóxido dismutasa (SOD) son 

consideradas la primera línea de protección contra los radicales libres ya que 

catalizan la dismutación del anión superóxido (Fig. 4), un radical muy reactivo, en 

peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular usando procesos redox y un metal en 

el sitio activo. Han sido identificadas 3 formas de SOD: la SOD cobre-zinc 

(CuZnSOD o SOD1) predominante en el citosol pero también encontrada en el 

espacio intermembranal de la mitocondria, núcleo, lisosomas, peroxisoma y 

microsomas; la SOD de manganeso (MnSOD o SOD2) encontrada en mitocondria 

y poco en peroxisomas; y la extracelular Cu,ZnSOD (SOD3) especialmente 

encontrada en la matriz extracelular y sobre la superficie de la célula (Campos-

Shimada et al., 2018). 

Catalasa (CAT) es parte de la segunda línea de defensa contra ROS ya que 

metaboliza el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno molecular (Fig. 4). Esta 

enzima usa un metal en el sitio activo y NADPH como enzima cofactor, y es 

principalmente encontrada en el peroxisoma y en el citosol. Se han descrito 3 tipos 

de catalasas: la catalasa típica y la catalasa-peroxidasa, ambos tipos con un átomo 

de hierro en el sitio activo, y la catalasa de manganeso. Sólo la catalasa típica es 

encontrada en mamíferos. Esta forma tiene 62 kDa y está formada por 4 

subunidades idénticas y cada subunidad tiene 4 dominios y un grupo prostético 

hemo (Glorieux and Calderon, 2017).  

Glutatión reductasa (Gr) es una enzima antioxidante de 100 a 120 kDa que cataliza 

la reducción del glutatión disulfuro (GSSG) a glutatión reducido (GSH) mediado por 

NADPH (Fig. 4). El incremento de la actividad y la expresión de Gr en estrés es 

asociado con un sistema antioxidante funcional (Ithayaraja, 2011). El GSH es un 

tripéptido que dona fácilmente un nitrógeno y tiene un rol crucial en la disminución 

del estrés oxidante asociado a reacciones metabólicas incluyendo síntesis y 

transporte de proteínas, fosforilación, estabilización de estructuras o plegamiento 

y procesos de transcripción, entre otros. GSH es sintetizado de glutamina, cisteína 

y glicina por glutatión sintasa o es formado en las reacciones redox de GSSG. GSH 
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es encontrado predominantemente en el citosol y representa alrededor del 90 % 

del glutatión total en la célula, mientras que GSSG es solo el 10 %. Un incremento 

de la relación entre GSSG y GSH es un indicador del incremento del estrés 

oxidante (Forman, Zhang and Rinna, 2009; Ithayaraja, 2011).  

Glutatión S transferasa (GST). Esta familia de enzimas está implicada en diferentes 

rutas metabólicas para disminuir el estrés oxidante y para inhibir los efectos de 

metabolitos reactivos provenientes de reacciones redox o las consecuencias de 

diferentes moléculas tóxicas como drogas, pesticidas o contaminantes 

ambientales. Las GSTs conjugan moléculas externan con GSH y las hacen menos 

reactivas y peligrosas para las células. La familia GST está clasificada de acuerdo 

con la localización: la GST citosólica (clasificada como GST alpha, zeta, theta, mu, 

pi, sigma y omega), la GST mitocondrial (conocida como GST kappa) y la GST 

microsomal (conocida como “proteínas asociadas a membrana, implicadas en el 

metabolismo de los eicosanoides y del glutatión”) (Hayes, Flanagan and Jowsey, 

2005; Allocati et al., 2018).  

Glutatión Peroxidasa (GPx) cataliza la reducción de peróxido de hidrógeno a agua 

inhibiendo la peroxidación lipídica principalmente usando GSH y selenio como 

cofactores, finalmente resultando en GSSG. (Fig. 4). Hay ocho formas de GPx en 

los mamíferos (GPx1-8) pero la más abundante es la GPx1 que puede ser 

encontrada en el citosol, mitocondria y peroxisomas. Niveles bajos de esta enzima 

están asociados con alteración de la protección antioxidante de la célula (Lubos, 

Loscalzo and Handy, 2011).  

Dependiendo de la duración y de la intensidad del estrés, se ha observado 

variación en la actividad y la expresión de SOD, CAT, GPx, Gr y GST. Estas 

enzimas antioxidantes incrementan su actividad cuando los radicales libres son 

liberados, pero disminuyen o pierden la función en un estrés intenso o por largos 

periodos. Por ejemplo, SOD, GST and CAT muestran una disminución en la 

actividad en isquemia cerebral inducida (73), en estrés inducido por AlCl3 (Abdel-
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Salam and Hamdy, 2016), por una solución de fructosa al 60 % (Mamchur et al., 

2015), por escopolamina (Swathi et al., 2015), por bromuro de etidio (O. M. E. 

Abdel-Salam and Nada, 2011) o por hipoxia (Solanki et al., 2011). 

 

MITOCONDRIA 

Estructura y funciones de la mitocondria  

La mitocondria es un organelo subcelular con forma ovoidal y doble membrana: la 

membrana externa, semipermeable para moléculas grandes y pequeñas, una 

membrana interna que es más selectiva, y ambas rodeadas de la matriz 

mitocondrial que contiene el DNA mitocondrial (mDNA) y donde se lleva a cabo 

todas las reacciones químicas necesarias para la síntesis de ATP (Freya and 

Mannellab, 2000).  

La mitocondria regula la actividad celular siendo la fuente principal de energía para 

las células y juega un rol crucial en la homeostasis redox, apoptosis y señalización 

de calcio, entre otras. Estos procesos implicados en la función celular y su 

supervivencia son alcanzados a través de cambios en la morfología mitocondrial 

como la fusión (la unión de dos o más mitocondrias) y fisión (el rompimiento en dos 

o más mitocondrias), colectivamente conocida como dinámicas mitocondriales. La 

mitocondria migra y sufre transiciones morfológicas como respuesta al estrés 

oxidante, está muy relacionada con la regulación celular y rutas de señalización 

como la homeostasis redox o la muerte controlada (Su et al., 2010; Picard et al., 

2013).  

 

El sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS)  

El sistema de fosforilación oxidativa se encuentra en la mitocondria y está formado 

por la coenzima Q, el citocromo c, electrones y complejos de 5 proteínas (I-V) las 

cuales contienen las herramientas para la producción de ATP, el sustrato principal 
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implicado en la fosforilación de proteínas para todos los procesos metabólicos. La 

membrana interna de la mitocondria contiene la cadena de transporte de 

electrones (ETC, por sus siglas en inglés), conocida también como cadena 

respiratoria, la cual está formada por cuatro complejos de proteínas descritas a 

continuación: 

- Complejo I (NADH: ubiquinona oxidoreductasa) cataliza la 

deshidrogenación de la nicotinamina adenina dinucleótido (NADH a NAD+), 

mientras que los electrones son transportados hacia la coenzima Q. 

- Complejo II (succinato: ubiquinona oxidoreductasa) oxida al succinato a 

fumarato, como parte del ciclo de Krebs, mientras los electrones son 

transportados de flavin adenina dinucleotido (FADH2) a la ubiquinona. 

- Complejo III (ubiquinona: citocromo c oxidasa) cataliza la transferencia de 

electrones de ubiquinol a citocromo c mientras los protones son traslocados 

a través de la membrana mitocondrial interna de la matriz al espacio 

intermembranal. 

- Complejo IV (citocromo c oxidasa a O2) transloca protones a través de la 

membrana mitocondrial interna por la transferencia de electrones del 

citocromo c al oxigeno reduciéndolo a agua. 

Por cada par de electrones transferidos al O2, cuatro protones pasan a través del 

complejo I, cuatro protones a través del complejo III y dos protones a través del 

complejo IV. El potencial electroquímico transmembrana (la fuerza protón-motriz), 

generado por el transporte exergónico de electrones a través de los cuatro 

complejos de proteínas, impulsa a los protones a regresar hacia la matriz a través 

del poro asociado a F0F1-ATP sintasa (Complejo V) y también el transporte del 

ADP citosólico y Pi de la matriz mitocondrial usados para formar ATP. 

La fuerza protón-motriz es esencial para la síntesis de ATP. Cuando el flujo de 

protones hacia la matriz mitocondrial a través de F0F1-ATP sintasa es bloqueado 

(por oligomicina, por ejemplo), la síntesis del ATP también es bloqueada; no hay 
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ruta para regresar los electrones hacia la matriz, mientras que continúa un 

incremento en el gradiente de protones que es generado por la cadena respiratoria. 

En esta situación, la fuerza protón-motriz permanece trabajando hasta que la 

energía usada para bombear a los protones hacia fuera de la matriz es igual o 

mayor a la energía necesaria para transferir los electrones hacia el oxígeno, esto 

finalmente bloquea la transferencia de electrones. Además, los electrones pueden 

ser transferidos de succinato o NADH a O2 sin la síntesis de ATP. Un fármaco 

utilizado para estudiar el OXPHOS es la carbonilcianida-

ptrifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) que desacopla la oxidación de la 

fosforilación. FCCP es una molécula hidrofóbica que cruza las membranas 

mitocondriales, entra en la matriz en su forma protonada, libera protones y disipa 

el gradiente del protón. De esta forma, esta molécula incrementa el consumo de 

oxígeno creando un potencial electroquímico artificial de la fuerza protón-motriz 

(Van Den Heuvel and Smeitink, 2001; Nelson and Cox, 2012; Picard et al., 2013, 

2018). 

 

Mitocondria en estrés  

La disfunción mitocondrial juega un rol central en la patogénesis de enfermedades 

crónicas como la diabetes mellitus (Lowell and Shulman, 2005), enfermedades 

cardiovasculares (Ballinger, 2005) o enfermedades neurodegenerativas (Lin and 

Beal, 2006). Un balance equilibrado entre la biogénesis mitocondrial y la mitofagia 

es la clave en el mantenimiento de una energía metabólica adecuada en la célula. 

Cualquier evento que cambie este balance induce daño severo en la dinámica 

mitocondrial y su homeostasis (Palikaras, Lionaki and Tavernarakis, 2015). 

La mitocondria es la principal fuente de ROS en la célula. En el estudio del estrés 

oxidativo, los cambios bioquímicos a este nivel ofrecen información valiosa acerca 

de la respuesta celular al estrés. La producción de ATP, el potencial de la 

membrana mitocondrial (MMP, por sus siglas en inglés), el nivel de ROS, la 
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actividad de SOD2 o la actividad deshidrogenasa mitocondrial son guías 

importantes para el estudio de la actividad de la mitocondria. En las enfermedades 

neurodegenerativas o de daño cerebral, los complejos I y IV de la cadena 

respiratoria están disfuncionales (Mattson, Gleichmann and Cheng, 2008), el poro 

de transición de permeabilidad mitocondrial (mPTP, por sus siglas en inglés) que 

se encuentra en la membrana interna está abierto (Du et al., 2008), lo que 

determina la disminución de la MMP y de la producción de ATP, incremento del 

nivel de ROS y la activación de factores proapoptóticos. En las neuronas, la 

alteración de la función y dinámica mitocondrial lleva al daño acumulado de 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, acumulación de oligómeros amiloide β-

péptido y placas, disfunción sináptica, neurodegeneración y finalmente la muerte 

celular (Mattson and Magnus, 2006). 

 

Energía del metabolismo  

En los organismos vivos, la energía se encuentra en dos formas, como calor y 

como energía química (ATP), ambas son vitales para mantener la homeostasis de 

las células y el cuerpo, en cualquier caso, la mitocondria es la mayor fuente (Picard 

et al., 2018). En reposo, en células de mamíferos la OXPHOS es la principal fuente 

de ATP. La glucosa se separa en dos moléculas de piruvato el cual es transportado 

hacia la mitocondria en condiciones aeróbicas, donde es transformado en acetil-

coenzima A (Ac-CoA) que es oxidada en ácido tricarboxílico (ciclo de Krebs) y 

genera NADH y FADH2. Esto se reducen en equivalentes entrando en el ETC para 

finalmente producir de 30 a 32 moléculas de ATP/mol glucosa (Nelson and Cox, 

2012).  

Cuando la mitocondria está dañada, las células cambian hacía glicólisis como 

principal fuente de energía, fenómeno llamado “efecto Warburg”, bien descrito en 

células cancerosas (Warburg, 1925; Koppenol, Bounds and Dang, 2011). El 

piruvato es deshidrogenado a lactato, entra en la ruta pentosa-fosfato y finalmente 
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dos moléculas de ATP/mol glucosa son producidas (Nelson and Cox, 2012). Sin 

embargo, estudios recientes mostraron que la presencia de células cancerosas 

que usan ATP de la glicólisis como principal combustible están influenciadas 

también por otros factores como disfunciones o supresores tumorales, activación 

de oncogenes, mutaciones de mDNA o microambientes hipóxicos (Zheng, 2012).  

Sorpresivamente, hay células normales que en condiciones de estrés cambian su 

principal fuente de energía hacia glicólisis, incluso cuando ellas tienen una función 

mitocondrial intacta. Para generar ATP en estado de reposo, las células inmunes 

están usando principalmente la OXPHOS, sin embargo, cuando son activadas las 

células cambian el combustible hacia glucolisis, como una fuente de energía rápida 

(Macintyre and Rathmell, 2013; Cheng, Joosten and Netea, 2014; Cheng et al., 

2016). La glucólisis puede proveer ATP necesario, pero también mantiene el MMP 

y previene la apoptosis. La sobreestimulación de la ruta pentosa-fosfato, 

incrementa la producción de glucosa y la disminución de OXPHOS incrementa la 

producción de ROS que proporciona actividad bactericida a las células (O’Neill and 

Grahame Hardie, 2013). A pesar de que no es una fuente eficiente de energía (de 

una molécula de glucosa son obtenidas sólo dos moléculas de ATP), la glucólisis 

es preferida por las células proliferativas o células con alta demanda de energía 

porque es una ruta rápida para obtener ATP. Adoptar un metabolismo glucolítico 

ayuda a la célula adaptarse fácilmente a un ambiente hipóxico, ya que muchos 

procesos donde las células inmunes participan son caracterizados por baja 

disponibilidad de oxígeno; también, el incremento de la producción de glucosa 

propicia la producción de metabolitos como NADPH, implicado en la activación de 

las células inmunes y su crecimiento (Macintyre and Rathmell, 2013).  

 

NEURODEGENERACIÓN EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 

El proceso de neurodegeneración se refiere a la pérdida progresiva y permanente 

de neuronas y sinapsis causada por envejecimiento, factores genéticos o 
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ambientales. La muerte neuronal está asociada, a nivel molecular, con estrés 

oxidativo, disfunción mitocondrial, alteración de la energía metabólica, proteínas 

mal plegadas o inflamación, que finalmente determina condiciones patológicas 

como la PD, enfermedad de Alzheimer o demencia (Jellinger, 2010). 

 

Enfermedad de Parkinson (PD) 

La PD es un desorden neurodegenerativo progresivo multifactorial caracterizado 

por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la substancia nigra (SN), 

la disfunción mitocondrial y la acumulación de agregados de proteínas 

(especialmente α-sinucleina) llamados cuerpos de Lewy. Más allá del sistema 

dopaminérgico, las neuronas colinérgicas, catecolaminérgicas y serotoninérgicas 

son también afectadas llevando a disfunción locomotora como la hipocinesia, 

rigidez muscular, bradicinesia, acinesia, pérdida del balance y síntomas no 

motores como ansiedad, depresión, constipación o desórdenes del sueño (Sulzer 

and Surmeier, 2014). Además del daño del cerebro medio, la PD también afecta la 

corteza cerebral, el striatum y el hipocampo (HC) debido a la pérdida de dendritas 

y acumulación de cuerpos de Lewy que afectan el proceso cognitivo y contribuyen 

a la disfunción motora (Hurtig et al., 2000; Narayanan, Rodnitzky and Uc, 2013; 

Herz et al., 2014). 

PD es una enfermedad multifactorial causada por el envejecimiento (> 65 años), 

factores ambientales como la exposición a toxinas o una dieta deficiente. Sin 

embargo, mientras que la mayoría de los casos son esporádicos (por causas 

desconocidas), aproximadamente 10 % de los casos son causados por 

homocigosidad de mutaciones en más de 18 genes, incluyendo mutaciones en la 

proteína quinasa 1 putativa dependiente de fosfatasa y de homólogo de tensina 

(PINK1), Parkin y DJ1/PARK7 (Valente et al., 2004; Poewe et al., 2017).  
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Proteína quinasa 1 putativa dependiente de fosfatasa y de homólogo de tensina 

(PINK1) 

PINK1 es una cinasa serina/treonina de cadena larga, de 63 kDa, que se encuentra 

en la mitocondria y en el citosol y tiene rol esencial en la regulación de la calidad 

mitocondrial. PINK1 con la E3 ubiquitín ligasa Parkin tienen un rol importante en la 

estimulación de la mitofagia y del flujo de calcio en la mitocondria, y la alteración 

de esta ruta lleva a degeneración y disfunción mitocondrial (Dagda et al., 2009; 

Heeman et al., 2011). Para mantener la concentración adecuada de esta proteína 

en la célula, PINK1 es transportada hacia la mitocondria sana a través de la 

maquinaria general de importación mitocondrial (el complejo de translocación 

TIM/TOM) y es degradada por proteasas mitocondriales específicas. La forma 

cortada de PINK1 es regresada al citosol dónde es degradada completamente por 

el proteasoma. Cuando la mitocondria se encuentra dañada por alteración del 

MMP o agregación de proteínas, PINK1 se acumula en la membrana mitocondrial 

externa, se dimeriza y autofosforila, y recluta y activa Parkin del citosol. El Parkin 

fosforilado cataliza la ubiquinación de proteínas de la membrana externa y empieza 

la degradación mitocondrial por medio de la vía 26S proteasoma (Truban et al., 

2017). 

PINK1 es esencial para la homeostasis neuronal, la pérdida de esta proteína está 

asociada con el incremento del estrés oxidante, niveles alterados de enzimas 

antioxidantes, alteración mitocondrial, reducción del desarrollo neuronal de 

neuronas corticales, pérdida progresiva de dendritas y varios síntomas de PD 

(Dodson and Guo, 2007; Das Banerjee et al., 2017). Las ratas y ratones PINK1-

KO, usados como modelos murinos genéticos para PD, desarrollan, desde edad 

temprana, síntomas motores y cognitivos , como son: pérdida de neuronas 

dopaminérgicas y disfunción mitocondrial (Creed and Goldberg, 2018). A los dos 

meses de edad, las ratas PINK1-KO manifiestan deficiencias vocales y 

locomotoras progresivas (Grant et al., 2015), alteración de la función motriz 

(Marquis, Lettenberger and Kelm-Nelsona, 2020), incremento del metabolito 
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neuroquímico glutamina (el cual es tóxico en altas concentraciones) en striatum y 

aumento en el volumen de los ventrículos cerebrales (Ren et al., 2019). Sin 

embargo, no han sido encontrados datos acerca de la función del sistema 

dopaminérgico o el estado mitocondrial del cerebro en esta edad temprana en ratas 

PINK1-KO. La falta de Parkin induce alteraciones en neurotransmisión 

dopaminérgica en ratas KO de dos meses de edad (Gemechu et al., 2018). Un 

mes después, las ratas PINK1-KO presentan alteraciones bioenergéticas y 

proteómicas en mitocondrias aisladas del striatum (Stauch et al., 2016). Además, 

las ratas PINK1-KO de 3 meses de edad muestran disminución del glutatión y nivel 

de SOD, alteración del OXPHOS con la disminución del citocromo c oxidasa y del 

nivel de NADH y ATP en diferentes regiones del cerebro (Ferris et al., 2018). Sin 

embargo, a esta edad no se encontró disfunción motora en la prueba de la barra 

transversal y la prueba de rotarod y no se encontró deterioro cognitivo (Ferris et 

al., 2018). Después de 4 meses de edad, las ratas PINK1-KO desarrollan síntomas 

progresivos motores y no motores de PD causados por la neurodegeneración 

progresiva en SN y striatum y daño oxidante del cerebro (Dave et al., 2014; Grant 

et al., 2015; Villeneuve et al., 2016; Creed et al., 2019; Ren et al., 2019). Aunado a 

eso, la falta de PINK1 causa la disminución basal de la tasa de consumo de 

oxígeno (OCR, por sus siglas en inglés), eficiencia de acoplamiento y producción 

de ATP en striatum de ratones mayores de edad (Zhi et al., 2018). 

Las neuronas parecen ser las células más afectadas por la deficiencia de PINK1, 

sin embargo, esta vulnerabilidad depende de la función celular y el contenido 

mitocondrial. PINK1 regula la respuesta inmune innata en infecciones virales (Zhou 

et al., 2019), participa en la ruta de presentación del antígeno mitocondrial, y la 

falta de PINK1 puede provocar respuestas autoinmunes inflamatorias (Matheoud 

et al., 2016). Por otro lado, PINK1 regula la actividad de las células gliales, inhibe 

las rutas de apoptosis en neuroinflamación (Sun et al., 2018) y controla la 

producción de ROS mediada por la ruta MAPK en células hepáticas (Cang et al., 

2016). 
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DJ-1 

DJ-1 (PARK 7) es una proteína de 22 kDa y fue descrita por primera vez en 1997 

como un oncogén junto con ras (Nagakubo et al., 1997). Estudios posteriores 

mostraron que DJ-1 participa en diferentes rutas de señalización (PI3K/Akt, MAPK, 

p53, HIF-1, Nrf-2), es chaperona, proteasa, deglicasa, coactivador transcripcional, 

está implicada en la regulación de la actividad mitocondrial y de las rutas de 

antioxidantes, participa en procesos de fertilización y en el control del ciclo celular. 

Dependiendo del tipo de célula, esta proteína regula los procesos que son 

determinantes en la supervivencia celular (Cao et al., 2015). 

El mecanismo de acción de DJ-1 es complejo. Esta proteína es ubicua en todos 

los tejidos de los mamíferos, se encuentra en el citosol, mitocondria, núcleo y 

puede ser encontrada asociada al retículo endoplasmático, aparato de Golgi y 

vesículas sinápticas (Usami et al., 2011). En la mitocondria, DJ-1 funciona en todos 

los compartimentos, pero no está bien comprendido el rol que juega en cada 

localización (Canet-Avilés et al., 2004; Zhang et al., 2005; Hayashi et al., 2009).  

Bajo estrés oxidativo, DJ-1 pasa del citosol al núcleo y a la mitocondria dónde actúa 

como antioxidante (Junn et al., 2009). DJ-1 disminuye significativamente los 

niveles de H2O2 y otras toxinas por vía de la oxidación de residuos de cisteínas de 

su estructura (Cys46, Cys56 y Cys106), los grupos sulfhídrilo apaga los radicales 

libres, siendo el Cys106 el más sensible. DJ-1 excesivamente oxidado es 

considerado inactivo y mutaciones de Cys106 son asociadas con aumento en 

estrés oxidante en la célula (Taira et al., 2004; Wilson, 2011). Sin embargo, es 

considerado que la función antioxidante más importante de DJ-1 es como sensor 

del estado de oxidación celular, ejerciendo su efecto a través de la regulación de 

los factores de transcripción que regulan la expresión de enzimas como GPx y 

SOD, mejorando la defensa antioxidante secundaria de las células (Miyama et al., 

2011; Girotto et al., 2014) y manteniendo la homeostasis celular bajo estrés 
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oxidante. DJ-1 controla la ruta de la quinasa regulada por señales extracelulares 

(ERK1/2, por sus siglas en inglés) a través de la cual muchos factores de 

transcripción son activados, tal es el caso de c-Jun, AP-1, c-Myc, Nurr1, entre otros, 

implicados en la defensa ante el estrés oxidante y en la homeostasis de dopamina. 

También, DJ-1 inhibe la apoptosis de la ruta de la quinasa regulada por señales de 

apoptosis (ASK1, por sus siglas en inglés), conduciendo a la inhibición de la 

apoptosis bajo condiciones de estrés oxidante (Oh and Mouradian, 2018). La 

viabilidad celular disminuye entre 30 y 40 % en las neuronas con falta de DJ-1. 

Incluso, se ha encontrado disminución de GSH e incremento de GSSG, lo que 

significa que la pérdida de DJ-1 induce a una regeneración insuficiente de GSH y 

la falta de mecanismos alternativos detox de la célula. Por otro lado, la falta de DJ-

1 induce la alteración del flujo de carbono, disminuye la producción de NADPH, 

disminuye la síntesis de glutamina y serina, cambios que pueden conducir a la 

muerte de las neuronas dopaminérgicas (Meiser et al., 2016). 

DJ-1 interactúa con α-sinucleína y modula su actividad (Zondler et al., 2014) y las 

mutaciones de esta proteína están asociadas con el desarrollo temprano de PD 

(Bonifati et al., 2003). Estudios in vivo e in vitro han mostrado que la sobreexpresión 

de DJ-1 inhibe la agregación de α-sinucleína. La actividad como chaperona es 

estimulada por la presencia de ROS y por la alteración del estado redox en el 

citosol (Shendelman et al., 2004). 

En el cerebro, DJ-1 predomina en la corteza motora, hipotálamo y locus coeruleus 

(Kotaria et al., 2005). Recientemente, nuestro equipo de trabajo ha observado que 

en PFC, bajo estrés psicológico, DJ-1 está localizada principalmente en el citosol 

y se redistribuye al núcleo en condiciones de estrés psicológico, lo cual es 

consistente con la función de sensor del estrés oxidativo, factor de transcripción o 

chaperona (Balderrama-Gutiérrez, 2015). Además, nuestro equipo de trabajo 

mostró que DJ-1 tiene también una función esterasa, asociada con la hidrólisis de 

ésteres carboxílicos y fenoles, y esta actividad es causada por la oxidación de la 

Cys106 (Vázquez-Mayorga et al., 2016). 
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En sangre circulante, DJ-1 es encontrado en eritrocitos (> 95 %), plaquetas (1-4 

%), linfocitos, y plasma (>1 %) pero no se conoce la importancia de esta 

distribución y el posible rol en el diagnóstico temprano de enfermedades 

neurodegenerativas como PD (Shi et al., 2011). Diferentes isoformas de DJ-1 han 

sido identificadas en sangre total de personas con PD (Lin et al., 2012). 

 

Factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF)  

El BDNF es una neurotrofina que tiene como rol principal el mantenimiento de la 

homeostasis en el CNS. BDNF es sintetizado principalmente en el cerebro, pero 

también puede ser encontrado en células inmunes (células T y B y monocitos), 

células endoteliales y miocitos. BDNF es sintetizado como precursor de pre-

proBDNF en RE y es transportado hacia el aparato de Golgi dónde es cortado y 

convertido en proBDNF. Posteriormente, el proBDNF es convertido en BDNF 

maduro (mBDNF) por endoproteasas, en la red del trans-Golgi, por la proteína 

furina, y en las vesículas intracelulares, por convertasas. Además, mBDNF es 

formado extracelularmente por plasminas y metaloproteasas de la matriz. Otra 

forma de BDNF, llamada BDNF truncado, fue identificada con funciones que aún 

no están bien entendidas (Palasz et al., 2020).  

proBDNF juega un rol esencial en el desarrollo del cerebro y la actividad de 

mBDNF está enfocada en la neuroprotección y plasticidad cerebral. Su actividad 

está mediada principalmente a través de la tirosina quinasa B (TrkB), del receptor 

para neurotrofina p75 (p75NTR) y sortilina. El proBDNF tiene alta afinidad por 

p75NTR y sortilina y activa diferentes rutas de señalización que controlan la 

apoptosis, crecimiento celular y supervivencia, como la del c-Jun N-terminal (JNK), 

Ras familia de genes homólogos, el miembro A (RhoA), y las rutas de factor nuclear 

kappa B (NF-κB). Por otro lado, mBDNF tiene mayor afinidad por receptores TrkB 

que llevan a la estimulación de rutas que controlan el crecimiento dendrítico, 

desarrollo de sinapsis y supervivencia neuronal como las rutas Ras/ proteína 
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quinasa activada por mitógeno (MAPK), fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/proteína 

quinasa B (Akt) o fosfolipasa C-γ (PLC-γ) (Palasz et al., 2020).   

La alteración de la expresión de BDNF ha sido encontrada en cerebro, PBMCs, 

suero o plasma en muchos estudios relacionados con depresión y otros 

desordenes de la conducta (Lee and Kim, 2010; Jin et al., 2019) o PD (Mogi et al., 

1999; Howells et al., 2000; Porritt, Batchelor and Howells, 2005; Scalzo et al., 2010; 

Wang et al., 2017; Rahmani et al., 2019), llevando a cabo un rol esencial en las 

rutas de dopamina, diferenciación neuronal, desarrollo y mantenimiento (Berton et 

al., 2006; Leggio et al., 2013). Un bajo nivel de BDNF en el suero y cerebro está 

correlacionado con la progresión de PD, presumiblemente debido a la habilidad de 

este factor neurotrófico en controlar la supervivencia neuronal y el mantenimiento 

de las dendritas de las neuronas dopaminérgicas de la SN (Mogi et al., 1999; 

Howells et al., 2000; Porritt, Batchelor and Howells, 2005; Rahmani et al., 2019). 

Consistente con este concepto, un nivel bajo de BDNF en la SN ha sido observado 

en tejido de cerebro post mortem de pacientes con PD (Mogi et al., 1999; Howells 

et al., 2000).  

Por otro lado, el sistema inmune es un importante recurso de BDNF 

(Kerschensteiner et al., 1999). PBMCs expresa BDNF y su receptor específico, el 

TrkB, lo que conecta fuertemente los sistemas nervioso e inmune (Kerschensteiner 

et al., 1999; Lee and Kim, 2010). La disminución del nivel de BDNF en PBMCs está 

asociada con neuroprotección alterada en enfermedades neuroinflamatorias como 

la esclerosis múltiple (Azoulay, Urshansky and Karni, 2008) u otras lesiones 

inflamatorias del cerebro (Kerschensteiner et al., 1999). BDNF tiene una función 

autocrina en células B y juega un rol esencial en la regulación de la ruta de 

apoptosis en condiciones de estrés (Fauchais et al., 2008). Este factor neurotrófico 

tiene alta capacidad para pasar a través de BBB y es considerado como un 

marcador terapéutico potencial para desórdenes del comportamiento, 

enfermedades neurodegenerativas o lesiones cerebrales (Mercado et al., 2017; Jin 

et al., 2019), y ejercicio físico (Brunelli et al., 2012). La disminución del nivel de 
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BDNF en plasma ha sido asociada con la discapacidad motriz (Scalzo et al., 2010) 

y depresión (Wang et al., 2017) en PD o desórdenes siquiátricos como la 

esquizofrenia (Xiu et al., 2009) o desórdenes bipolares (Machado-Vieira et al., 

2007). Algunas drogas antidepresivas (Leggio et al., 2013) modulan y mejoran el 

nivel de BDNF en plasma y células inmunes. Esto confirma que BDNF puede ser 

un biomarcador importante en la supervisión de neuropatologías. 

 

EL NOOTROPICO PIRACETAM  

Un incremento en el estrés oxidante lleva a la alteración de la actividad neuronal 

la cual ha sido asociada al déficit cognitivo y enfermedades neurodegenerativas. 

Para disminuir los efectos negativos del estrés, psicoestimulantes y nootrópicos 

han sido ampliamente usados sin prescripción médica en varios países (Corazza 

et al., 2014). Los nootrópicos es una clase de droga en la cual los científicos han 

mostrado gran interés. Fármacos como Piracetam, Oxiracetam, Aniracetam y 

Pramiracetam son buenos antioxidantes, previenen el declive cognitivo y no tienen 

importantes efectos adversos (Gouliaev and Senning, 1994). El nombre de 

“nootrópico” viene del griego “noos” que significa mente y “tropein” que significa 

“avance” (Giurgea and Salama, 1977). 

Piracetam fue la primera droga nootrópica descrita (Giurgea, 1973) y a pesar de 

ser una 2-oxo-1-pirrolidine-acetamida, un derivado del ácido gamma amino butírico  

(GABA), tiene principalmente afinidad por receptores colinérgicos y 

glutamatérgicos (Winblad, 2005). 

 

Rol del Piracetam en animales y humanos 

Los primeros estudios con este fármaco se enfocaron en observaciones clínicas 

sobre el comportamiento y las funciones de la memoria (Tabla 4 y 5) y, después 

los investigadores se concentraron en las respuestas celulares (Tabla 6). 
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Piracetam ha mostrado ser un neuroestimulador (Tabla 4) por mejorar la función 

cognitiva en pacientes adultos mayores con afasia (Chouinard et al., 1983; Huber 

et al., 1997; Kessler et al., 2000a), después de una cirugía de bypass coronario 

(Holinski et al., 2008) o por incrementar la memoria y la cognición en voluntarios 

sanos (Alkuraishy et al., 2014).  

 

Tabla 4. Efecto del Piracetam en pacientes humanos.  

Modelo 
experimental  

Número 
de 
paciente
s 

Dosis Métodos Efecto Referencias 

Función en la 
capacidad 
psicomotora, 
cognitiva y de 
memoria, en 
voluntarios sanos 

 

30 (20-
24 años 
de edad) 

800 mg/día, oral, 4 
días 

Prueba psicomotora de Leeds 
Critical fusion -flicker threshold 
Computerized N-Back Task 

Neuroestimulado
r 

(Alkuraishy 
et al., 2014) 

El tiempo de 
reacción simple en 
voluntarios sanos.  

 

30 
800 mg, dosis 
única 

Ruler dropper test 
↓ tiempo de 
reacción simple 

(Alkuraishy, 
Mahdi and 
Ashoor, 
2012) 

Función cognitiva 
después de cirugía 
abierta de corazón  

 

88 
(promedi
o de 
edad 67) 

12 g, dosis única, 
antes de la cirugía  

SKT, ADAS 
Ningún efecto 
cerebroprotector 

(Holinski et 
al., 2011) 

Función cognitiva 
después de la 
cirugía de bypass 
coronario 

 

120 
12 g, dosis única, 
i.v., antes de la 
cirugía  

SKT, ADAS  Cerebroprotector 
(Holinski et 
al., 2008) 

Performance en la 
capacidad 
lingüística en 
pacientes con 
afasia causada por 
un infarto   

24 (18-
75 años 
de edad) 

2400 mg, dos 
veces diario por 6 
semanas  

 

test battery: verbal fluency task 
with the letters F, A, and S, 
Corsi’s block span test, a 
modified laterally score after 
Oldfield, tests for apraxia, 
progressive matrices of Raven 
and the Benton test. 
-Aachen Aphasia Test 
-other tests: repetition, written 
language, naming on 
confrontation, comprehension, 
and Token test. 
 

Mejora diferentes 
funciones 
lingüísticas y 
mejora la 
microcirculación 
en el hemisferio 
izquierdo  
 

(Kessler et 
al., 2000b) 

Función lingüística 
en afasia  

66 
4.8 g/día, 6 
semanas 

AAT 
Mejora el 
lenguaje escrito  
 

(Huber et al., 
1997) 

Comportamiento y 
función cognitiva 

60  2.4 y 4.8 g/día, 
oral, 12 semanas 

SCAG, CGRT, CGI, BPRS, Neuroestimulado
r 

(Chouinard 
et al., 1983) 
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en pacientes 
psiquiátricos 
mayores de edad.  
 

Wechsler Adult Intelligence 
Scale and the Wechsler 
Memory Scale, extrapyramidal 
symptoms  

syndrome Kurz Test (SKT), Alzheimer’s disease assessment scale (ADAS), Sandoz clinical 
assessment geriatric scale (SCAG), Crichton geriatric rating scale (CGRS), 6-point clinical global 
improvement (CGI) rating scale, Brief psychiatric rating scale (BPRS), Aachen aphasia test (AAT). 

 

En ratas y ratones, el Piracetam protege el cerebro contra la alteración de las 

funciones de memoria y cognitivas por agentes físicos y químicos (Tabla 5) (Gupta 

et al., 2009; Abdel-Salam et al., 2011; Kosta et al., 2011; Muley et al., 2013; Wang 

et al., 2016). Las aplicaciones clínicas del Piracetam han sido bien descritas en 

varias revisiones (Winblad, 2005; Malykh and Sadaie, 2010b). 

 

Tabla 5. Efecto del Piracetam en la conducta de los animales.  

Modelo experimental  
Dosis de 
Piracetam 
 

Métodos Resultados Referencias 

Ratas macho Charles-Foster albino 
(180 ± 20 g) con encefalopatía 
inducida por DM utilizando 
streptozotocina (45 mg/kg, i.p.) 15 min 
después de la administración de 
nicotinamida (110 mg/kg, i.p.)  
 

25, 50 y 100 
mg/kg, i.p. 

Y-Maze Test 
Morris Water Maze Test 

↑SAB 
↓tiempo que tarda 
para escapar  
↑tiempo de estancia 
en el espacio diana  
 

(Pandey and 
Garabadu, 
2016) 

Ratones C57 de 7 dias de edad 
tratados con propofol 

100 mg/kg, 50 
mg/kg y 25 
mg/kg, i.p., dosis 
única 

Fear conditioning test 
↑ tiempo de 
congelamiento   

(Wang, Li 
and Chen, 
2016) 

Ratas macho albino (6 semanas de 
edad) con síndrome metabólico 
inducido por 60 % de solución de 
fructosa (en lugar de agua), por 8 
semanas  
 

500 mg/kg/día, 
oral, 14 días 

Passive avoidance test ↑latencia 
(Mamchur et 
al., 2015) 

Ratas Albino Wistar tratadas con 
scopolamina (1 mg/kg) i.p. 
 

150 mg/kg, i.p 

Elevated plus maze,  
Y-maze,  
Morris water maze 
 

↓latencia de 
inflection  
↓% alternación 
↑latencia de escape  

(Swathi et 
al., 2015) 

Ratas macho Sprague-Dawley (200–
220 g) tratadas con heroína (5.5 
mg/kg) 
 

5.5 mg/kg, i.p. 
Conditioned place 
preference test 

↑índice de 
preferencia  

(Xu et al., 
2015) 

Ratas macho Wistar (80–250 g) con 
dolor neuropática inducida  

50, 100 y 200 
mg/ kg/día, i. p., 2 
semanas 

Hot-Plate Test 
Tail Flick Test 
Acetone Test 

↑ latencia  
↑latencia en retiro de 
la cola   
↓latencia de retiro de 
la pata 
 

(Mehta et al., 
2014) 

Ratas macho Wistar (160-200 g), 
sanas 

200 mg/kg, i.p., 6 
días 
 

Elevated plus maze 
↓latencia de 
transferencia 

(Himani et 
al., 2013) 
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Ratas macho Wistar  
(230–250 g) tratadas con 
scopolamina (1 mg/kg), i.p. después 
del entrenamiento 

0.02 µmol/5 µL, 
i.c.v., 60 min, 
antes del 
entrenamiento 

Inhibitory Avoidance 
Open Field 
Foot Shock Sensitivity 
Test 
Object Recognition Task 

↑latencia 
 
↑ índice de 
discriminación  
 

(Marisco et 
al., 2013) 

Ratas Wistar (150–180 g) con 
oclusión bilateral de la arteria carótida 
comun por 30 min 

500 mg/kg, i.p., 
diario por 3 días, 
22 h después de 
la cirugía  

Elevated plus maze 
Rotarod-performance 
test 
Resistance to lateral 
push 
 

↓latencia de 
transferencia 
↑latencia de caída 
 

(Muley et al., 
2013) 

Ratas macho Wistar (200-250 g) 
tratadas con fosfamidón (1.74 
mg/kg/dia, p. o.), 6 semanas  

600 mg/kg/día, 
p.o, 2 semanas 

Passive avoidance 
apparatus  
Elevated plus maze 

↓ latencia de paso 
fuera 
↑ latencia de 
transferencia 
Protección de las 
funciones cognitivas   
 

(Kosta et al., 
2012) 

Ratas macho Albino (200-260 g) 
tratadas con rotenona (1.5 mg/kg/48 
h/6 dosis, s.c.), 

100 y 200 
mg/kg/día, p.o. 

Open field  
 
Pole test 

 
-Duración e la 
movilización 
↓t-turn 
↓t-total 

(Zaitone, 
Abo-elmatty 
and 
Elshazly, 
2012) 

Ratones macho Swiss albino (20–22 
g) tratados con haloperidol (2 mg/kg, 
i.p.) 

50, 150 o 300 
mg/ kg, i.p, dosis 
única 

Morris water maze ↓latencia 

(O. M. E. 
Abdel-
Salam and 
Nada, 2011) 

Ratones macho Swiss albino  
(20-22 g) tratados con haloperidol (2 
mg/kg, i.p.) 

100, 150, o 300 
mg/kg, i.p. 

 ↓catalepsia 
(O. Abdel-
Salam and 
Nada, 2011) 

Ratas Wistar de ambos sexos (120-
200 g) tratadas con propoxur 10 
mg/kg, p. o., diario, por 6 semanas  

0.5ml/100g, i.p., 
una semana 
después del 
tratamiento con 
Propoxur  
 

Continuous avoidance 
apparatus 
Elevated plus maze 

↓latencia de paso 
fuera  
↑latencia de 
transferencia 
Protección de las 
funciones cognitivas   

(Gupta et al., 
2009) 

Ratas con el cerebro hipooxigenado 
por 30 días 
 

600 mg/kg, dosis 
unica por 30 dias  
 

Morris water maze ↓latencia 
(He et al., 
2008) 

Ratas Sprague-Dawley (edad 6 
meses, 150–200 g) tratadas con 
AlCl3 (100 mg/kg), diario, por 8 
semanas (disuelto en agua) 
 

5 mg/kg, diario, 
disuelto en agua, 
por 30 días  

Passive avoidance test 
 
Active avoidance test 

↑ latencia de 
retención  
↓tiempo de 
adquisición  
↓intentos de no 
escapar 
 

(Nehru et al., 
2006) 

Ratas macho Wistar (200-250 g) 
 

100, 200 y 400 
mg/kg, i.p. 30 min 
antes de la 
prueba 
 

Caja abierta hecha de 
madera con objetos de 
vidrio, plástico o metal.  
 

↓latencia 
(Ennaceur et 
al., 1989) 

Ratas macho Fischer 344 (20-29 
meses de edad) 

100, 200 
mg/kg/day, 
disuelto en agua 
por una semana, 
y 100, 200 
mg/kg, i.p., 30 
min antes de la 
prueba de 
conducta  
 

Passive avoidance task 
↑ latencia de 
retención 

(Bartus et 
al., 1981) 

diabetes mellitus (DM), intraperitoneal (i.p.), subcutáneo (s.c.), prioral (p. o.), intracerebroventricular 

(i. c. v.), ↓ = disminución significativa comparado con el grupo control, ↑ = aumento significativo 

comparado con el grupo control, - = cambios no significativos. 
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Mecanismo de acción  

El mecanismo de acción del Piracetam aún no está bien comprendido. Este 

fármaco no tiene capacidad antioxidante, solo si es administrado en 

concentraciones 10 veces mayores que la dosis terapéutica para humanos 

(Bentue-Ferrer et al., 1989; Horvath et al., 2002), y el mecanismo de acción está 

directamente relacionada con su efecto sobre las membranas celulares.  

Los primeros estudios con este nootrópico fueron enfocados en su efecto en la 

neurotransmisión. El Piracetam no tiene un receptor específico conocido, pero ha 

mostrado que influye principalmente en la neurotransmisión colinérgica (Pilch and 

Muller, 1988) y glutamatérgica (Copani et al., 1992) incrementando la densidad de 

sus receptores específicos, especialmente en enfermedades neurodegenerativas 

y envejecimiento. El incremento en la disponibilidad de estos receptores se debe 

a la capacidad del Piracetam para interactuar con las cabezas polares de los 

fosfolípidos de las membranas celulares. Esta droga cambia la organización de los 

lípidos y recupera la fluidez de la membrana afectada por el estrés oxidante (Fig. 

5) (Peuvot et al., 1995). Mediante el mejoramiento de la fluidez de la membrana, el 

Piracetam incrementa el transporte de membrana y la secreción, mejora la 

actividad de enzimas y la disponibilidad de diferentes receptores (Crews, 1982). 

Parece ser que la mitocondria es el objetivo principal de este fármaco. El Piracetam 

promueve la fluidez de la membrana mitocondrial (Müller et al., 1997), incrementa 

los niveles de ATP y mejora el MMP (Keil et al., 2006; Kurz et al., 2010), así como 

la utilización e ingreso de glucosa (Abdel-Salam et al., 2011; Abdel-Salam, Salem 

and El-shamarka, 2013; Pandey and Garabadu, 2016). Todos estos efectos 

benéficos hacen a este fármaco un promotor metabólico y un neuroprotector. 
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Figura 5. Estructura química y el mecanismo de acción propuesto del Piracetam a) Estructura 
química del Piracetam b) Mecanismo de acción del Piracetam. Piracetam interactúa con las 
cabezas polares de los fosfolípidos que se encuentran en las membranas celulares. Este fármaco 
cambia la organización de los lípidos y recupera la fluidez de las membranas afectadas por el estrés 
oxidante (Peuvot et al., 1995).   

 

El mecanismo de acción de este fármaco está también relacionado con el 

transporte de calcio en la célula. In vitro, el Piracetam tiene alta afinidad por 

receptores de ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) y 

facilita el ingreso de flujo de calcio en neuronas (Copani et al., 1992), esta 

observación incrementa las dudas sobre el rol de este fármaco en la protección de 

las células.  

 

Rol del Piracetam en el estrés oxidante 

En la última década, estudios de Piracetam se han enfocado sobre los efectos de 

este fármaco a nivel celular (Tabla 6). El Piracetam incrementa significativamente 

los niveles de ATP y MMP y mejora la actividad de las deshidrogenasas 
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mitocondriales en el estrés, pero no tiene efecto sobre sujetos no expuestos a 

estrés, lo que significa que el mecanismo de acción de este fármaco está 

relacionado con daño oxidante. El Piracetam recupera 60 % de MMP y 127 % de 

la producción de ATP, disminuye la producción de ROS con 129 % e inhibe la 

toxicidad celular en un 29 % en células tratadas con péptido β-amiloide (Kim et al., 

2017a). Existen otros estudios donde el Piracetam incrementa el ATP (Keil et al., 

2006; Kurz et al., 2010) o el MMP (Keil et al., 2006; Kurz et al., 2010; Singh, 

Goswami, Swarnkar, Pratap, et al., 2011; Solanki et al., 2011; Costa et al., 2013; 

Gupta et al., 2014; Kim et al., 2017a; Tripathi, Paliwal and Krishnamurthy, 2017a) 

y disminuye el ROS (Singh, Goswami, Swarnkar, Pratap, et al., 2011; Solanki et 

al., 2011; Gupta et al., 2014) inducido por diferentes tipos de estrés (Tabla 6). 

Debido a que mejora la fluidez de las membranas en el estrés, el Piracetam modula 

la actividad de diferentes enzimas antioxidantes (Tabla 6). Dependiendo de la 

duración y la intensidad del estrés, se han encontrado variaciones en la actividad 

de SOD, CAT y de las enzimas del ciclo redox GSH, como GPx y GST. Esas 

enzimas han mostrado un incremento en la actividad en presencia de estrés 

oxidante, pero pueden perder la función si el estrés se vuelve intenso y por largos 

periodos. SOD, GST and CAT presentan disminución de la actividad en isquemia 

cerebral (Unger and Himasaila, 2016), en estrés inducido por AlCl3 (Abdel-Salam 

and Hamdy, 2016), por 60 % de fructosa (Mamchur et al., 2015), por escopolamina 

(Swathi et al., 2015), por bromuro de etidio (O. M. E. Abdel-Salam and Nada, 2011) 

o por hipoxia (Solanki et al., 2011). En todos esos casos, el Piracetam incrementa 

la actividad de estas enzimas. Sin embargo, hay estudios donde el tratamiento con 

Piracetam no cambia la actividad de enzimas antioxidantes (Abdel-Salam et al., 

2011; Abdel-Salam, Salem and El-shamarka, 2013; Muley et al., 2013) o las 

disminuye (Keil et al., 2006). El GSH incrementa en ratas estresadas tratadas con 

Piracetam (Abdel-Salam et al., 2011; Kalkan et al., 2011; Solanki et al., 2011; 

Abdel-Salam and Hamdy, 2016), pero también hay estudios donde no se encontró 

un cambio significativo en el nivel de GSH (Abdel-Salam et al., 2011; Zaitone, Abo-
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elmatty and Elshazly, 2012; Abdel-Salam, Salem and El-shamarka, 2013; Muley et 

al., 2013). Estas variaciones son causadas por las diferentes concentraciones 

usadas de este fármaco, junto con el tipo de estresor y tiempo de exposición (Tabla 

6).  

Por otro lado, los lípidos poliinsaturados de las membranas celulares son los 

primeros afectados por los radicales libres. El malondialdehido (MDA) es el 

principal producto de la peroxidación de lípidos y el Piracetam ha mostrado que 

inhibe este proceso en el cerebro mediante la disminución de los niveles de MDA 

(Gupta et al., 2009; Kosta et al., 2012; Marisco et al., 2013; Mamchur et al., 2015; 

Swathi et al., 2015; Verma et al., 2015; Abdel-Salam and Hamdy, 2016; Unger and 

Himasaila, 2016; Tripathi, Paliwal and Krishnamurthy, 2017a). Sin embargo, MDA 

no cambia (Zaitone, Abo-elmatty and Elshazly, 2012; Muley et al., 2013) o, 

sorpresivamente, incrementa bajo el tratamiento con Piracetam en estrés (Abdel-

Salam et al., 2011; Abdel-Salam, Salem and El-shamarka, 2013). 

 

Tabla 6. Efecto del Piracetam en el estrés oxidativo. 

Modelo de estrés  Animales Tejido 
Dosis de 

Piracetam 

Estudios 

bioquímicos  
Resultados Referencias 

Péptido β-amiloide  

HT-22 

(células del 

HC de ratón) 

5 µM 

MMP 

ATP 

ROS 

Viabilidad 

celular 

↑ 

↑ 

↓ 

↑ 

(Kim et al., 

2017b) 

Solución LPS (1 

µg/µl, flujo 1 µl/min 

por 5 min) en los 

ventrículos 

cerebrales 

laterales  

Ratas 

macho 

albino 

Wistar 220–

260 g 

HC 

PFC 

50, 100, y 200 

mg/kg i.p., 

administrado 

30 min antes 

de la infusión 

de LPS, 9 días 

Actividad de 

los complejos 

I, II, III, IV, V  

MMP 

SOD 

Nivel de nitrito 

MDA 

 

↑ 

 

↑ 

↑ 

↓ 

↓ 

dosis 

dependiente 

(Tripathi, 

Paliwal and 

Krishnamurthy, 

2017b) 
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AlCl3, i.p. 

Ratas 

macho 

Sprague–

Dawley 

(edad 10–11 

semanas) 

Cerebro 

100-300 

mg/kg, i.p., 

diario en dosis 

única por 45 

días 

MDA 

Óxido nítrico  

GSH 

Paraoxonasa 1  

↓ 

↓ 

↑ 

↑ 

(Abdel-Salam 

and Hamdy, 

2016) 

Encefalopatía 

inducida por 

T2DM-con 

estreptozotocina 

(45 mg/kg, i.p.) 15 

min después de la 

administración de 

nicotinamida (110 

mg/kg, i.p.)  

Ratas 

macho 

Charles-

Foster 

albino (180 

± 20 g)  

Plasma 

HC 

PFC 

 

25, 50 y 100 

mg/kg, i.p. 

Glucosa 

Insulina 

AchE 

BDNF 

GSK- 3β 

 

↓ 

↓ 

↓ 

↑ 

↓ 

dosis 

dependiente 

(Pandey and 

Garabadu, 

2016) 

Isquemia cerebral 

inducida por 

oclusión lateral de 

la arteria carótida 

por 30 min 

 

Ratas 

macho 

Wistar (200-

250g)  

Cerebro 

600 mg/kg, p. 

o., antes de la 

inducción de la 

isquemia  

MDA 

SOD 

CAT 

GST 

Tioles totales  

↓ 

↑ 

↑ 

↑ 

↑ 

(Unger and 

Himasaila, 

2016) 

Solución de 

fructosa 60% (en 

lugar de agua), 

por 8 semanas 

Ratas 

macho 

albino (edad 

6 semanas), 

180-220 g 

Suero  
500 mg/kg/día, 

p.o., 14 días 

SOD 

MDA 

APH 

KPH 

↑ 

↓ 

- 

- 

(Mamchur et 

al., 2015) 

Aβ(25–35), 10, 20, 

40 mM  

Cultivos 

primarios de 

neuronas 

del HC  

 
50, 100, 300 

mM  

LDH 

Neuronas 

muertas 

↓ 

↓ 

dosis 

dependiente 

(Sendrowski et 

al., 2015) 

Scopolamina (1 

mg/kg) i.p. 

Ratas 

Albino 

Wistar  

Cerebro 150mg/kg, i.p 

Actividad de la 

AChE 

SOD 

GPx 

MDA 

↓ 

↑ 

↓ 

↓ 

(Swathi et al., 

2015) 

Isquemia testicular 

por 

torsión/detorsión 

Ratas 

macho 

Wistar 

albino (6 

meses de 

edad, 250–

300 g) 

Sangre 

200 mg/kg, 

i.p., 60 min 

antes de la 

detorsión 

TAC 

TOS 

OSI 

↑ 

- 

↓ 

(Tuglu et al., 

2015) 



 
 

 
 

44 

Rotenona (12 µg, 

i.c.v.)  

Ratas 

macho 

Sprague–

Dawley 

(170–220 g) 

Homogenado 

de cerebro,  

cerebro 

medio, HC y 

PFC 

600 mg/kg, 

p.o., 7 días 

antes de la 

administración 

de rotenona  

 

GST 

MDA 

 

↑ 

↓ 

Dosis 

dependiente 

(Verma et al., 

2015) 

Rotenona (1 mM, 

2 mM y 4 mM) 
 

Homogenado 

de cerebro, 

cerebro 

medio, HC y 

PFC 

10 mM, 1 h 

LPS (10, 50, y 100 

μg/ml) por 1 h 
 

Línea celular 

C6 astrocitos 

de rata 

1, 5, y 10 mM 

por 1 h 

 

LDH 

Ensayo MTT  

MMP 

ROS 

Daño de DNA  

 

↓ 

↑ 

↑ 

↓ 

↓ 

Dosis 

dependiente 

(Gupta et al., 

2014) 

Extracto de 

Cannabis sativa, 

s.c. 

Ratones 

macho 

Swiss albino 

(20-22 g) 

Cerebro 

150 mg/ kg, 

s.c., dosis 

unida diaria 

por un mes   

MDA 

Óxido nítrico  

Glucosa 

GSH 

↑ 

↑ 

↑ 

- 

(Abdel-Salam, 

Salem and El-

shamarka, 

2013) 

Simvastatina  

60 mM, 2 h 
 

Líneas 

celulares de 

cáncer de 

próstata 

humanas 

PFC3  

1-12 µM, 2 h 

Muerte celular  

SO 

MMP 

 

↓ 

↓ 

↑ 

Dosis 

dependiente 

(Costa et al., 

2013) 

Scopolamina (1 

mg/kg), i.p. 

después del 

entrenamiento 

Ratas 

macho 

Wistar 

(230–250 g) 

Aislamiento 

de 

sinaptosomas 

del córtex 

cerebral y del 

HC 

 

0.02 µmol/5 

µL, i.c.v., 60 

min, antes del 

tratamiento 

Actividad de la 

NTPDase y la 

50-

Nucleotidasa  

ADA 

MDA 

↑ 

 

 

↑ 

↓ 

(Marisco et al., 

2013) 

Oclusión bilateral 

de la carótida 

comun por 30 min  

 

Ratas 

Wistar 

(150–180 g) 

Cerebro 

500 mg/kg, 

i.p., diario por 

3 días, 22 h 

después de la 

cirugía  

 

SOD 

GSH 

CAT 

- 

- 

- 

- 

(Muley et al., 

2013) 
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MDA 

Nitrito 

Dimensión del 

infarto 

Contenido de 

agua  

- 

- 

↓ 

Fosfamidón (1.74 

mg/kg/día p. o.), 6 

semanas 

Ratas 

macho 

Wistar (200-

250 g)  

Cerebro 

600 mg/kg/día, 

p.o, 2 

semanas  

MDA 

NP-SH 

↓ 

↑ 

(Kosta et al., 

2012)  

Rotenona (1.5 

mg/kg/48 h/6 

dosis, s.c.) 

Ratas 

macho 

Albino (200-

260 g) 

Cerebro 
100 y 200 

mg/kg/día, p.o. 

Dopamina en 

el striatum 

MDA 

GSH 

TNF-α 

↑ 

- 

- 

↓ 

(Zaitone, Abo-

elmatty and 

Elshazly, 

2012) 

Bromuro de etidio, 

intracerebral  

Ratas 

macho 

Sprague 

Dawley (130 

± 10 g) 

Cerebro 

-Corteza (C), 

- HC 

-striatum (S) 

 

150 mg/kg 

i.p., dosis 

única diaria 

por 7 días 

 

MDA  

TAC 

GSH 

Glucosa 

AChE 

↓ (C, H, S) 

↓ (C, H, S) 

- 

↓ (C, H, S) 

↑ (H, S) 

 

 

 

(Abdel-Salam 

et al., 2011) 
300 mg/kg, 

i.p., dosis 

única diaria 

por 7 días 

MDA  

TAC 

GSH 

Glucosa  

AChE 

↑ (C, H, S) 

↓ (C, H, S) 

↑ (H, S) 

↓ (C, H, S) 

↑ (C), - (S) 

Isquemia y 

reperfusión la 

medula espinal  

Conejos 

macho New 

Zealand 

(2.15–2.8 

kg) 

Médula 

espinal (L1- 

L3) 

250 mg/kg, i.p. 

(antes de la 

cirugía y 

continuada por 

6 horas)  

 

MDA 

GSH-Px 

Actividad XO  

Nitrito y nitrato 

MPO 

↓ 

↑ 

↓ 

↓ 

- 

(Kalkan et al., 

2011) 

LPS (10 mg/kg, 

i.p.), dosis única  

Ratas 

macho 

Sprague 

Dawley 

(110–120 g) 

Leucocitos 

periféricos 

(PL) 

Macrófagos 

peritoneales 

(PM) 

600 mg/kg, 

p.o., antes de 

la inyección de 

LPS  

 

Viabilidad 

celular  

 

 

ROS  

MMP 

-(PL, PL ex 

vivo) 

↑ (PM, M) 

 

↓ 

↑ (PL) 

(Singh, 

Goswami, 

Swarnkar, 

Singh, et al., 

2011) 
LPS (10 µg/ml, 50 

µg/ml y100 µg/ml  
 

Leucocitos 

periféricos 

(PL ex vivo) 

1 mM y 

10 mM 
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Líneas 

celulares de 

macrófagos 

J774A.1 (M) 

Células 

PFC12 (P) 

 

 

Daño de DNA  

- (PM, PM 

ex vivo, 

M,P) 

↓ 

Dosis 

dependiente 

Hipoxia (95% 

N2,5% CO2) por 3 

h 

 

Cultivo 

primario de 

neuronas de 

HC de ratas 

Sprague–

Dawley (0 

días de edad, 

10 g) 

1 mM 

Viabilidad 

celular  

LDH 

AChE 

MMP 

ROS 

GSH 

GSSG 

↑ 

↓ 

↓ 

↑ 

↓ 

↑ 

↓ 

(Solanki et al., 

2011) 

Péptido β-amiloide 

Aβ1-42 (10 nM), 24 

h  

 

 

Células 

PFC12 y HEK  

 

 

Adicionado 30 

min después d 

administrar 

Ab1-42 

 
 

 

 

MMP 

Niveles de 

ATP  

 

 

 

↑ 

↑ 

(Kurz et al., 

2010) 

Adición de Aβ1-42 

(50 nM) 

o Aβ25-35 (25 mM), 

4 h   

Ratones 

hembra 

jóvenes (2–

3 meses) y 

viejas (22–

24 meses) 

NMRI  

Células 

disociadas de 

cerebro  

0.1, 0.25 o 0.5 

g/kg, p.o. 

dosis única 

diaria por dos 

semanas  

Adicionado en 

el medio 1 h 

después de la 

exposición al 

estrés  

Propoxur,10 

mg/kg, p.o., diario 

por 6 semanas  

Ratas 

Wistar de 

ambos 

sexos (120-

200 g) 

 

400 mg/kg, 

i.p., diario, una 

semana 

después de 6 

semanas de 

administración 

de Propoxur  

MDA 

NP-SH 

↓ 

↑ 

(Gupta et al., 

2009) 

SNP, 0.5 mM, 24 h 

o 30 min 

 

 

 

Células 

PFC12  

 

100, 500 y 

1000 µM, 30 

min o 23 h 

 

MMP 

Niveles de 

ATP  

Actividad de la 

caspasa 9  

↑ 

↑ 

↓ 

 

 

 

 

 

 

(Keil et al., 

2006) SNP, 2 mM 
Ratones 

hembra 

jóvenes (2–

Tratamiento 

In vitro, 

células 

100, 250 y 500 

mg/kg, p.o. 
MMP 
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H2O2, 2 mM, 4 o 6 

h 

3 meses) y 

viejas (22–

24 meses)  

disociadas de 

cerebro  

diario por 2 

semanas. 

- 

 

↑ 

↓ 

↓ 

↓ 

 

Tratamiento 

In vivo, 

células de 

cerebro 

MMP 

SOD 

GPx 

GR 

AlCl3 (100 mg/kg), 

diario por 8 

semanas (disuelto 

en agua)  

Ratas 

Sprague-

Dawley (6 

meses de 

edad, 150–

200 g)  

Cortex 

Cerebelo 

 

5 mg/kg, 

diario, disuelto 

en agua por 

30 dias  

 

AChE 

Mg+2-ATPasa  

↑ 

↑ 

(Nehru et al., 

2006) 

Infarto de 

miocardio inducido 

por la ligación de 

la arteria coronaria 

anterior 

 

Perros 

Mongrel  
Miocardio  

20 mg/kg, i.p., 

6 días 
MDA ↓ 

(Kresyun, 

Kravchenko 

and Kadyrova, 

1989) 

Intraperitoneal (i.p.), subcutánea (s.c.), per oral (p. o.), intracerebroventricular (i. c. v.), 
malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH), glutathione S-transferase (GST), total 
antioxidant capacity (TAC), catalase (CAT), acetylcholinesterase activity, (AChE), myeloperoxidase 
(MPO), xanthine oxidase (XO), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), 
lipopolysaccharide (LPS), lactate dehydrogenase (LDH), mitochondrial dehydrogenase activity 
assay (MTT assay), mitochondrial membrane potential (MMP), superoxide (SOD), non-protein thiol 
(NP-SH), sodium nitroprusside (SNP), aldehydephenylhydrazones (APH), ketophenylhydrazones 
(KPH), adenosine deaminase activity (ADA), phenazine methosulphate (PMS), β-amyloid peptide 
(Aβ), brain-derived neurotropic factor (BDNF), glycogen synthase kinase-3β (GSK- 3β), lactate 
dehydrogenase (LDH), lipopolysaccharide (LPS), total oxidant status (TOS), diabetes mellitus (DM), 
oxidative stress index (OSI), tumor necrosis factor-α (TNF-α), ↓ = disminución significativa 
comparada con el grupo control, ↑ = aumento significativo comparada con el grupo control; - = sin 
cambios significativos. 

 

Por las razones mencionadas anteriormente, el Piracetam es un fármaco 

nootrópico controversial que tiene efectos prometabolicos y neuroprotectores. A 

pesar de ello, el mecanismo de su acción aún no es muy bien conocido y hay 

muchas preguntas por ser respondidas acerca de su eficiencia y seguridad. 

Además, el Piracetam es uno de los nootrópicos más usados y es considerado ser 

una droga “inteligente” siendo usada excesivamente por individuos sanos para 

mejorar la memoria y el desarrollo físico (Corazza et al., 2014). En el 2010, la 

Administración de Alimentos y Drogas (FDA, por sus siglas en inglés) prohibió el 
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uso de Piracetam como un suplemento alimenticio en Estados Unidos de América, 

estableciendo que no hay estudios concluyentes que prueben que esta droga es 

segura y efectiva (http://www.fda.gov/ICECI/EnforcementActions/ WarningLetters/ 

ucm225605.htm).  

A pesar de ello, los efectos positivos sobre la memoria y el desarrollo cerebral en 

pacientes adultos mayores y en personas jóvenes sanas, así como la falta de 

efectos adversos significantes, han motivado el uso continuo de este nootrópico en 

varios países. 
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HIPÓTESIS 

 

El estrés psicológico altera el comportamiento, la función motriz, la energía del 

metabolismo en el cerebro, y la expresión de proteínas antioxidantes y del BDNF 

conduciendo a una fenocopia de la enfermedad de Parkinson. 

El estrés psicológico y la falta de PINK1 promueven alteraciones energéticas en 

las PBMCs. 

El estrés en vida temprana altera el ciclo celular e induce la activación crónica de 

la mitocondria en las PBMCs. 

Piracetam disminuye el estrés oxidativo en cerebro y protege las PBMCs ante el 

daño inducido por el estrés psicológico a nivel de lípidos y proteínas.  
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OBJETIVOS  

 

OBJETIVO GENERAL 

El objetivo de este estudio fue evaluar el comportamiento, la función motriz, el 

metabolismo energético, la expresión de proteínas antioxidantes y su función en el 

cerebro y PBMCs de ratas WT y parkinsonianas (PINK1-KO), hembras y machos, 

expuestas a estrés psicológico. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el comportamiento, función motriz y corticosteroides en plasma bajo 

estrés. 

2. Evaluar la energía del metabolismo y la expresión de proteínas antioxidantes en 

PFC Y SN bajo estrés. 

3. Evaluar la energía del metabolismo, expresión de proteínas antioxidantes y daño 

de ADN en PBMCs bajo estrés. 

4. Evaluar el efecto del estrés psicológico y del Piracetam en el peso corporal, 

bioquímica sanguínea y actividad de enzimas antioxidantes en el cerebro, PBMCs 

e hígado. 

5. Evaluar el efecto del estrés psicológico y del Piracetam sobre el perfil bioquímico 

de PBMCs. 

6. Evaluar in vitro el efecto del Piracetam sobre la energía del metabolismo y 

expresión de proteínas antioxidantes en condiciones ligadas a estrés oxidativo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

DISEÑO EXPERIMENTAL  

Estudio 1 

Para investigar como el estrés psicológico y/o cómo la falta de PINK1 afecta la 

producción de energía en el cerebro y en las células inmunes, el perfil 

bioenergético (fosforilación oxidativa y glicólisis) fue evaluado en PFC, SN y 

PBMCs usando el analizador de flujo extracelular XF24e Seahorse en ratas 

jóvenes, wild type (WT) y parkinsonianas (PINK1-KO) expuestas a estrés 

psicológico inducido por olor a depredador. También, para correlacionar la 

producción de energía en el cerebro y en las PBMCs con alteraciones en la función 

mitocondrial y sistema de defensa antioxidante, así como en la señalización 

neurotrófica, se analizó por WB el nivel de proteína DJ-1, contenido mitocondrial 

(TOM20), factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y enzimas antioxidantes, 

como superóxido dismutasa citosólica (SOD1), superóxido dismutasa mitocondrial 

(SOD2) y catalasa (CAT). 

Después de recibir la aprobación del Instituto de Cuidados Animales y el Comité 

Para el Uso de Animales (IACUC) de la Universidad de Nevada en Reno, ratas 

Long-Evans macho y hembra (WT y PINK1-KO, Horizon Discovery), de 9 a 11 

semanas de edad y peso de 250 a 350 g, fueron empleadas para este estudio. Los 

animales fueron mantenidos bajo temperatura controlada de 25 a 26 °C, 12/12 h 

en ciclos de luz/oscuridad, comida y agua ad libitum y enjauladas individualmente 

3 días antes de los ensayos de comportamiento. 

El diseño experimental de este estudio se muestra en la Fig. 4. Dos cohortes de 

animales fueron usadas. Primero, para el estudio del efecto del estrés a corto plazo 

fueron usados: 20 machos (10 ratas WT y 10 PINK1-KO, 5 estresadas y 5 no 

estresadas para cada genotipo) y 20 hembras (10 ratas WT y 10 PINK1-KO, 5 

estresadas y 5 no estresadas para cada genotipo). Las ratas fueron estresadas por 
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3 días y sacrificadas al tercer día para obtener el cerebro y el tejido sanguíneo (Fig. 

6). 

Para analizar el efecto a largo plazo del estrés emocional, una segunda cohorte de 

18 ratas macho fue utilizada: 8 ratas WT y 10 PINK1-KO, estresadas y no 

estresadas para cada genotipo. Estos experimentos se llevaron a cabo en periodos 

de 10 días. Anterior a la exposición al estrés psicológico, los animales fueron 

entrenados y sus funciones motoras probadas por medio de la prueba rotarod, 

prueba de fuerza de agarre, prueba de la barra transversal y prueba de evitamiento 

de olor por ocultamiento. Los animales fueron estresados durante 3 días; al día 

siguiente (día 4) y 7 días posteriores a la exposición al estrés (día 10), las ratas 

fueron probadas en cuanto a su función motriz y comportamiento de ansiedad. 

Entre el día 4 y el día 10, los animales descansaron en sus aulas sin ser expuestas 

a otros experimentos o tratamientos adicionales. En el día 10, después de haber 

sido expuestas a pruebas de comportamiento, las ratas fueron sacrificadas y los 

tejidos fueron colectados y procesados. 

 

 

Figura 6. Diseño de Estudio 1. Se utilizaron dos cohortes de animales: cohorte 1 donde las 
hembras (10 WT, 10 PINK1-KO) y machos (10 WT, 10 PINK1-KO), fueron distribuidos en 4 
condiciones (WT S-, WT S+, PINK1-KO S-, PINK1-KO S+) de 5 animales por grupo y cohorte 2 
formada por machos (8 WT, 10 PINK1-KO). Cohorte 1 (para el estudio del efecto del estrés a corto 
plazo) fueron estresados por 3 días y la recolección de tejido fue hecha al tercer día. Cohorte 2 
(para el estudio del efecto del estrés a largo plazo) fueron entrenadas y probadas para el 
comportamiento y función motriz; posteriormente fueron estresadas por 3 días (día 1 a día 3), 
probadas otra vez en cuanto a comportamiento y función motriz en el día 4, descanso por 7 días y 
finalmente aprobadas por 3ª vez para comportamiento y función motriz y, finalmente, el tejido fue 
colectado en el día 10. A: entrenamiento para prueba rotarod, prueba de la barra transversal; B: 
prueba para rotarod, prueba de fuerza de agarre, prueba de la barra transversal y prueba de 
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evitamiento de olor por ocultamiento; S: Sacrificio, colección de tejido, ensayo metabólico Seahorse 
XF24.  

 

Las pruebas de conducta se llevaron a cabo después de varios entrenamientos 

con las ratas WT y PINK1-KO, y se estableció un orden de pruebas de mayor a 

menor estrés. En el día 0, día 4 y día 10 (alrededor de 7 am), a los animales se les 

permitió descansar y ambientarse al cuarto experimental durante 40 minutos y, 

posteriormente, se llevó a cabo primero la prueba de fuerza de las extremidades 

anteriores y posteriores usando la prueba de fuerza de agarre, se observó en las 

pruebas de entrenamiento que ésta, es la menos estresantes de todas ellas. 

Después de aproximadamente 30 minutos de descanso, los animales fueron 

evaluados en el aparato rotarod para el estudio de la coordinación motora y se le 

permitió al animal descansar otros 30 minutos antes de la prueba de evitamiento 

de olor por ocultamiento. Después de 20 minutos de libre exploración en la caja de 

claro/oscuro, el animal descansó otros 30 minutos en su jaula hogar y, finalmente, 

se realizó la prueba de equilibrio y coordinación motriz fina en la prueba de la barra 

transversal. Es importante mencionar que todos los animales fueron manipulados 

de igual manera y el orden de las pruebas de conducta se llevaron a cabo en 

periodos no activos (ciclo de luz) de 7 am a 11 am, y fueron los mismos para todos 

los grupos experimentales.   

 

Estudio 2 

Para estudiar el efecto crónico del estrés en vida temprana sobre el ciclo celular y 

la actividad mitocondrial de las PBMCs, fue usado un modelo de estrés de 

separación materna (MatSep). Las camadas fueron separadas de la madre por 13 

días posnatales consecutivos (PND). Los animales fueron sacrificados a los 45 

días (adolescentes), 75 días (adultos jóvenes) y 18 meses de edad (adultos viejos), 

fue extraída la sangre y las PBMCs fueron aislados (Fig. 7). 
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Las ratas Wistar fueron compradas y albergadas en jaulas estándar con acceso 

agua y comida ad libitum y mantenidas en ciclos 12/12 h de oscuridad /luz en una 

temperatura controlada. Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité 

Institucional de Cuidado Animal de la Universidad de Texas en El Paso, USA. Las 

camadas fueron asignadas aleatoriamente en dos grupos: control (S-) y estresadas 

(S+). Después del procedimiento experimental los grupos S- y S+ fueron 

mantenidos bajo condiciones similares hasta el sacrificio. 

 

 

Figura 7. Diseño de Estudio 2. La inducción del estrés por MatSep inició en PND 2 y terminó en 
PND 13. MatSep consistió en la privación de la camada de la madre por un período de 3 horas/día 
(de 8 am a 11 am) por 13 días. Los animales fueron sacrificados a los 45 días (adolescentes), 75 
días (jóvenes adultos) y 18 meses de edad (adultos mayores). 

 

Estudio 3 

Para el análisis del perfil bioquímico de las PBMCs utilizando SR-µFTIR, las células 

fueron extraídas de ratas estresadas por 5 días para evaluar el efecto del fármaco 

Piracetam (600 mg/kg) sobre la composición bioquímica de todo el ambiente 

celular. También, el efecto del estrés y del Piracetam sobre el comportamiento y la 

concentración de corticosterona en plasma fueron estudiados. El diseño de este 

estudio se muestra en la Fig. 8. 



 
 

 
 

55 

Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité de Bioética de la 

Universidad Autónoma de Ciudad Juárez, Ciudad Juárez, Chihuahua, México, De 

acuerdo a las guías internacionales (NIH Publicación No. 8023, revisado en 1978) 

y normas oficiales mexicanas (NOM-062-ZOO-1999). Fueron utilizadas ratas 

Sprague-Dawley, hembras y machos, con peso de 200 a 240 g y edades de 9 a 11 

semanas. Todas las ratas fueron mantenidas a 23-26 ᵒC, ciclos de luz/oscuridad 

de 12/12 h, con agua y comida disponible ad libitum y fueron enjauladas de manera 

individual durante una semana antes de los experimentos. Los animales fueron 

adquiridos de Charles River (Rismart, México).  

Durante 9 días consecutivos, las ratas recibieron Piracetam (600 mg/kg), 

administrado oralmente usando una cánula, en dosis única, a las 8 am. Desde el 

día 4 y hasta el día 8, los animales fueron expuestos a estrés psicológico (a las 9 

am, después de la administración del fármaco). En el día 9, algunas ratas fueron 

probadas para ansiedad en la prueba del laberinto en cruz elevado y otro grupo 

fue sacrificado para el aislamiento de PBMCs y plasma. 

Las ratas fueron separadas en 4 grupos: sin estrés y sin Piracetam (S-P-); sin 

estrés con Piracetam (S-P+); con estrés sin Piracetam (S+P-); y con estrés y con 

Piracetam (S+P+). En el caso de los grupos experimentales sin Piracetam, fue 

administrada agua en lugar del fármaco. 
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Figura 8. Diseño de Estudio 3. Durante 9 días consecutivos, las ratas recibieron Piracetam (600 
mg/kg). Del día 4 hasta el día 8, los animales fueron expuestos a estrés (a las 9 am, después de la 
administración del fármaco). En el día 9, algunas ratas fueron probadas para ansiedad en la prueba 
del laberinto en cruz elevado y otro grupo fue sacrificado para el aislamiento de PBMCs y plasma.  

 

Estudio 4 

En el estudio 4 fue analizado: el comportamiento, la actividad enzimática de 

proteínas antioxidantes en el cerebro, hígado y PBMCs, expresión de proteínas en 

PBMCs y cambios en el peso corporal y en las glándulas adrenales. Durante 6 días 

consecutivos, las ratas recibieron Piracetam (600 mg/kg), administrado oralmente 

usando una cánula, en dosis única, a las 8 am. Del día 1 hasta el día 5, los animales 

fueron expuestos a estrés (a las 9 am, después de la administración del fármaco). 

En el día 6, los animales fueron sacrificados (Fig. 9). Las ratas fueron separadas 

en 4 grupos sin estrés y sin Piracetam (S-P-); sin estrés con Piracetam (S-P+); sin 

estrés y sin Piracetam (S+P-); y sin estrés y con Piracetam (S+P+). En el caso del 

grupo experimental sin Piracetam, fue administrada agua en lugar del fármaco. 

Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité de Bioética de la 

Universidad Autónoma de Ciudad Juárez, Ciudad Juárez, Chihuahua, México, 

siguiendo guías internacionales (NIH Publicación No. 8023, revisado 1978) y 

normas oficiales mexicanas (NOM-062-ZOO-1999). Ratas hembras y machos 
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Sprague-Dawley de 200 - 240 g de peso y edades de 9 - 11 a semanas fueron 

utilizadas. Todas las ratas fueron mantenidas a 23 - 26 ᵒC, ciclos 12/12 h 

luz/oscuridad, Con agua y alimento disponible ad libitum y fueron enjauladas 

individualmente durante una semana antes de los experimentos.  

 

 

Figura 9. Diseño de Estudio 4. Durante 6 días consecutivos las ratas recibieron Piracetam (600 
mg/kg). Del día uno y hasta el día 5, los animales fueron expuestos a estrés. En el día 6, los animales 
fueron sacrificados.  

 

Estudio 5 

Fueron realizados experimentos in vitro usando cultivos primaros de neuronas 

corticales de raton para estudiar el efecto del Piracetam en condiciones ligadas al 

estrés oxidativo. Las células fueron tratadas con 0.5 M y 1 M de Piracetam por 24 

horas. Posteriormente, fue inducido el estrés usando 1 mM H2O2 por 1 h (Fig. 10). 

La energía del metabolismo, contenido mitocondrial, proteínas antioxidantes y 

expresión de BDNF fueron estudiados.  
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Figura 10. Diseño de Estudio 5. Ensayos in vitro usando cultivos primarios de neuronas corticales 
para estudiar el efecto de Piracetam en condiciones ligadas al estrés oxidativo. Las células fueron 
tratadas con 0.5 M and 1 M de Piracetam por 24 h. El estrés fue inducido usando 1 mM H2O2 por 1 
h. Posteriormente se llevaron a cabo diferentes ensayos. 

 

ADMINSTRACIÓN DEL FÁRMACO 

 

El Piracetam (Nootropil, [1 g/5mL], UCB Pharma Belgium) o agua fueron oralmente 

administrados usando una cánula de metal. El Piracetam fue administrado en dosis 

unicas de 600 mg/kg, a la misma hora (8 am), todos los días durante 6 días (Fig. 

9) y durante 9 días (Fig. 8), dosis que se ha reportado en previos estudios como 

efectiva para disminución del estrés oxidante en cerebro y en otros tejidos (Verma 

et al., 2015; Unger and Himasaila, 2016). 

 

EXPOSICIÓN AL ESTRÉS  

Prueba de evitamiento de olor por ocultamiento  

Para inducir el estrés psicológico, las ratas fueron expuestas a orina de gato por 3 

(Fig. 6) o por 5 (Fig. 8 and Fig. 9) días consecutivos durante 1 hora (entre 9 y 11 

am) como se describe más adelante. Previo a la exposición al estrés, las ratas 

fueron habituadas durante 20 minutos en la jaula experimental (con dimensiones 

de 60 X 27 X 35 cm, hecha de plástico, con una porción opaca y dos porciones 

translúcidas), luego fueron regresadas otros 20 minutos en su jaula hogar para 

relajación y después fueron de nuevo transferidas en la jaula experimental por 20 
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minutos donde previamente fue colocada una pieza de tela con o sin orina/olor de 

gato (Fig. 11a). La pieza de tela fue usada previamente (o no) como cama de un 

gato doméstico durante una semana (para el estudio 3 y 4) o fue utilizada orina de 

gato (obtenida directamente de la punción de vejiga de 3 diferentes gatos) de la 

cuál 0.5 mL fueron agregados (para el estudio 1) en piezas de algodón (20 X 30 

cm) y almacenadas a -20 °C hasta su uso (Dielenberg and McGregor, 2001; 

Vargas-Caraveo, Pérez-Ishiwara and Martínez-Martínez, 2015).  

En el estudio 1, para cuantificar la ansiedad inducida por el estrés psicológico, el 

comportamiento de los animales en las aulas experimentales fue filmado durante 

20 minutos antes de la exposición al estresor (día 0) y después de los episodios 

de estrés (días 4 y 10). Los vídeos fueron analizados para obtener el tiempo 

promedio que el animal estaba escondiéndose, explorando, y aproximándose a la 

pieza de tela (Fig 11b). Para lograr lo anterior, fue empleado el software 

JWatcher™ (version 0.9).  
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Figura 11. Prueba de evitamiento de olor por ocultamiento o prueba de rechazo al olor a 
depredador. a. Imagen representativa de la caja claro/obscuro donde se llevó a cabo la prueba de 
rechazo al olor de depredador. La jaula de prueba tuvo dimensiones de 60 X 27 X 35 cm, fue hecha 
de plástico y tuvo una porción opaca donde el animal podía esconderse y dos porciones translúcidas 
donde fue colocada la tela. b. Los 4 comportamientos estudiados en la prueba de rechazo al olor a 
depredador fueron los siguientes: el tiempo que la rata está escondida, explorando, que permanece 
en posición de defensa (cabeza de fuera) y el tiempo en que la rata se aproxima a la tela 
(aproximación) (Dielenberg, Arnold and McGregor, 1999; Dielenberg and McGregor, 2001). 

 

Modelo de estrés por separación materna  

Las camadas fueron estresadas durante 13 días, desde la edad de dos días hasta 

el día 13, cuando fueron separadas de la madre por 3 horas/día (de 8 am a 11 am). 

Las camadas fueron colocadas cuidadosamente en una jaula nueva sobre una 
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superficie templada para evitar el estrés inducido por hipotermia (Fig.12). En el día 

21, todas las camadas fueron separadas de la madre y hospedadas en pares por 

jaula hasta el sacrificio. Para este estudio, fueron usadas las siguientes edades de 

ratas hembra: adolescentes (45 a 50 días de edad), adultos (75 a 80 días de edad) 

y adultos mayores (18 meses de edad). Los animales fueron anestesiados usando 

pentobarbital sódico intraperitoneal (45 mg/kg) y sacrificados por decapitación 

después de la obtención de sangre mediante una punción cardiaca.  

 

 

Figura 12. Modelo de estrés por separación materna. Las camadas fueron separadas de su 
madre durante 3 h/día por 13 días. Las camadas fueron colocadas en una nueva jaula sobre una 
superficie templada para evitar el estrés inducido por hipotermia.  

 

PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO Y FUNCIÓN MOTRIZ  

Prueba del laberinto en cruz elevado 

En el estudio 3 (Fig. 8), en el día 9, a los animales se le midió la ansiedad en un 

laberinto de madera elevado con 4 brazos simétricos (40 cm de largo y 10 cm de 

ancho, paredes de 30 cm para los brazos cerrados). El centro cuadrado tuvo 10 

cm2 y todo el laberinto tuvo una altura de 50 cm (Fig. 13). El animal exploró el 
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aparato por 5 minutos. El experimento se llevó a cabo en un cuarto con luz y 

videocámara localizadas en el centro del techo (Pellow et al., 1985).  

Prueba de rotarod 

La prueba rotarod es un procedimiento que miden la capacidad del animal para 

mantener el equilibrio sobre una varilla en constante rotación y velocidad 

progresiva y este método a menudo es usado para evaluar el déficit motriz en 

estudios para la eficiencia de fármacos (Rozas and Labandeira García, 1997; 

Carter, Morton and Dunnett, 2001; Dave et al., 2014). En el estudio 1 (Fig. 6), un 

aparato rotarod acelerado fue utilizado (Panlab Harvard Apparatus, 76-0772) (Fig. 

13). En el primer día, el animal fue entrenado durante dos minutos a la velocidad 

de 20 rpm. Después de 10 minutos de descanso en su jaula hogar, el animal fue 

probado de nuevo y la velocidad incrementó gradualmente de 4 a 40 rpm. En el 

segundo día, se realizó el mismo procedimiento y el tiempo de latencia sobre la 

varilla fue determinado. El mismo ensayo (sin entrenamiento) fue repetido un día 

después de la exposición al estrés (día 4), y después de 7 días siguientes al estrés 

(día 10). 

Prueba de fuerza de agarre 

La prueba de fuerza de agarre (Fig. 13) es una prueba usada para medir la fuerza 

muscular en roedores (Cabe et al., 1978; Maurissen et al., 2003; Dave et al., 2014). 

En el estudio 1 (Fig. 6), 3 pruebas consecutivas fueron realizadas y el valor más 

alto fue registrado para medir la fuerza muscular máxima. La fuerza de agarre fue 

calculada como la fuerza máxima (g) dividida entre el peso del animal (g). La 

prueba de fuerza fue aplicada separadamente para las extremidades anteriores y 

posteriores. Esta prueba fue realizada antes de la exposición al estrés (día 0), en 

un día después de la exposición al estrés (día 4) y después de 7 días posteriores 

al estrés (día 10). 

Prueba de la barra transversal o prueba de equilibrio 
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La prueba de la barra transversal es un método para medir el equilibrio y la 

coordinación motriz fina sobre una viga con diferentes anchuras (Carter, Morton 

and Dunnett, 2001; Dave et al., 2014). En el estudio 1 (Fig. 6), fue usado un aparato 

con viga de equilibrio (Panlab Harvard Apparatus) compuesto de una caja negra y 

una viga (de 2 o de 6 cm) montada sobre dos triples en un ángulo de 15° del suelo 

(el punto más alto fue de 90 cm del suelo, donde se encuentra de la caja). Para la 

seguridad del animal, fue colocada una repisa debajo de la viga. Tambien, una 

fuente de luz fue colocada en el otro extremo de la viga para motivar al animal a 

escalar la viga hasta la caja objetivo (Fig. 13). Los animales recibieron un 

entrenamiento sobre ambas vigas, 3 trayectos por viga, con uno a dos minutos de 

tiempo de descanso en la caja objetivo entre los trayectos. El tiempo de cruce de 

cada viga y el número de resbalones fueron contados usando el software 

JWatcher™ software (versión 0.9). La prueba de equilibrio fue realizada antes de 

la exposición al estrés (día 0), en un día después de la exposición al estrés (día 4) 

y después de 7 días posteriores al estrés (día 10). 
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Figura 13. Pruebas de comportamiento y función motriz: Prueba de rechazo al olor a gato, 
prueba de plus maze elevado, prueba rotarod, prueba de fuerza de agarre, prueba de la barra 
transversal (Cabe et al., 1978; Pellow et al., 1985; Rozas and Labandeira García, 1997; Dielenberg, 
Arnold and McGregor, 1999; Carter, Morton and Dunnett, 2001; Maurissen et al., 2003). 
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COLECCIÓN DE SANGRE Y AISLAMIENTO DE PBMCS  

Cuando los animales fueron completamente anestesiados, la sangre fue obtenida 

por punción cardiaca usando tubos vacutainer con EDTA. La sangre completa fue 

diluida con PBS-EDTA 1:1 (137 mM NaCl, 8.2 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 3.2 

mM KCl, y 4 mM EDTA, pH 7.4). Está disolución fue colocada lentamente en 40 % 

sobre un lecho de PBS-EDTA, 57.3 % PercollTM, 2.7 % 10X PBS (con una relación 

final 9:1). Después de centrifugación a 1000 g por 30 min, las células 

mononucleares fueron recuperadas y lavadas 3 veces por centrifugación a 800 g, 

por 10 min cada uno, con 1X PBS conteniendo 4 mM EDTA (Fig. 14).  

Para el análisis de SR-µFTIR (Estudio 3), las PBMCs fueron fijadas en 300 µL de 

formaldehído al 1 % en 1X PBS por 20 min a temperatura ambiente. Finalmente, 

las células fijadas fueron lavadas dos veces con 1 mL de agua desionizada y 

resuspendidas con 200 µL de agua desionizada (Vargas-Caraveo et al., 2014). Las 

muestras a temperatura ambiente fueron llevadas al beamline ID21 en el European 

Synchrotron Radiation Facility (ESRF), Grenoble, Francia, para ser analizadas por 

SR-µFTIR. 

Para los ensayos metabólicos (estudio 1), después de la centrifugación a 1000 g 

por 30 minutos, las PBMCs fueron lavadas dos veces (600 g por 10 min) con 1X 

PBS suplementado con 25 mM de glucosa y 0.1 % BSA. Las células fueron 

resuspendidas en medio DMEM templado suplementado con 10 % FBS y 2 mM 

de Glutamina. 
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Figura 14. Imagen de microscopía de campo claro 40X de PBMCs aislado usando gradiente 
de 60% Percoll. Según el trabajo publicado de nuestro equipo de laboratorio (Vargas-Caraveo et 
al., 2014), utilizando el gradiente de 60 % Percoll para aislar las PBMCs se obtuvó 90 % linfocitos, 
4.5 % monocitos, 4.1 % neutrófilos y 0.4 % eosinófilos.  

 

CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS CORTICALES 

Los cultivos primarios de neuronas corticales fueron preparados de embriones de 

14 a 16 días de edad a partir del tiempo de embarazo de ratones WT C57BL/6.   

El ratón fue anestesiado con 5 % de isoflurano vía inhalatoria, los embriones fueron 

removidos y guardados en DMEM frío (suplementados con 10 % FBS y 2 mM L-

glutamina). La región de la corteza fue cuidadosamente aislada del cerebro de 

cada embrión de ratón y colocado en medio de cultivo (Gibo-GRL, cat. 21103-049) 

frío suplementado con 2 % B27 (Gibo-BRL, cat. 10889-038), 2 % FBS (Invitrogen, 

cat. 10438-026), 25 µM ácido glutámico (Calbiochem, cat. 3510) y 2 mM L-

glutamina (Invitrogen, cat. 35050-061). Las células fueron separadas 

mecánicamente usando una micropipeta. Posteriormente, las células fueron 

contadas y 700 000 células por pozo fueron resuspendidas en 500 µL de medio de 

cultivo en placas de 6 pozos (para el ensayo WB) o 70 000 células por pozo 

resuspendidas en 500 µL de medio de cultivo en microplacas de 24 pozos 

(Seahorse XF24 Cell Culture Microplates) previamente tratadas con poly-D-lisina 

estéril (Sigma, P-7280), para estudios metabólicos.  
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En el cuarto día después del aislamiento de células, el medio de cultivo fue 

cambiado con medio de mantenimiento (suplementado con 2 % B27 and 2 mM L-

glutamina). 

 

 

Figura 15. Imagen de microscopía de campo brillante 20x and 40X de neuronas corticales 
primarias después de dos días de cultivo. 

 

ENSAYOS METABÓLICOS CON AGILENT SEAHORSE XF24E EN CEREBRO, 

PBMCs Y CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS CORTICALES. 

Usando un analizador de flujo extracelular XF24e fueron analizadas en tiempo real 

la tasa de consumo de oxígeno (OCRs, por sus siglas en inglés) y la tasa de 
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acidificación extracelular (ECARs, por sus siglas en inglés), que aproximan la 

función mitocondrial y la glicólisis respectivamente, en cerebro, PBMCs y cultivos 

primarios de neuronas corticales. Los siguientes parámetros bioenergéticos fueron 

evaluados (Fig. 16): la OCR no mitocondrial (calculada como la OCR mínima 

después de la inyección de rotenona y antimicina-A), la respiración basal 

(calculada como la última medición de OCR antes de la inyección de oligomicina), 

la respiración máxima (considerada como la tasa máxima después de la inyección 

de FCCP), el escape de protones (H+) (calculado como el valor mínimo de OCR 

posterior a la inyección de oligomicina) y la capacidad respiratoria (evaluada por el 

cálculo de la respiración máxima menos el valor basal de OCR). Adicionalmente, 

los siguientes parámetros de ECARs fueron analizados: el glicólisis basal 

(calculada como la última medición antes de la inyección de oligomicina), y la 

capacidad glicolítica (calculada como la diferencia entre el ECAR máximo seguido 

de la inyección de FCCP y la última medición antes de la inyección de oligomicina). 

También, fue calculada la relación basal OCR/ECAR (la relación entre el promedio 

de todas las mediciones de OCR previo a la primera inyección y el promedio de 

todas las mediciones de ECAR previo a la primera inyección) y la relación máxima 

OCR/ECAR (la relación entre el promedio de todas las medidas de OCR después 

de la inyección de FCCP y el promedio de todas las mediciones de ECAR después 

de la inyección de FCCP previo a la inyección de rotenona y antimicina-A). 
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Figura 16. Principio del ensayo metabólico y parámetros estudiados. a) Figura representativa 
del efecto de oligomicina, carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), rotenona y 
antimicina sobre la cadena de transporte de electrones. Oligomycina inhibe el complejo V, FCCP 
es un protonóforo que estimula la capacidad máxima de la cadena respiratorio para producir ATP, 
rotenona inhibe el complejo I y la antimicina inhibe el complejo III. b) Gráfica representativa de los 
parámetros estudiados para los datos de OCR obtenidos de los ensayos metabólicos. c) Gráfica 
representativa de los parámetros estudiados de los datos de ECAR obtenidos de los ensayos 
metabólicos. 

 

Ensayos metabólicos en cerebro  

En el estudio 1, las ratas fueron anestesiadas con la inhalación de isofluorano al 

5% y perfundidas transcardiácamente con 100 mL (10 mL/min) de fluido 

cerebroespinal artificial (aCSF, por sus siglas en inglés) (120 mM NaCl, 3.5 mM 

KCl, 1.3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 0.4 mM KH2PO4, 5 mM HEPES, 10 mM Glucosa, 

pH 7.4) a 37 °C. Los cerebros fueron aislados e inmersos en aCSF oxigenado a 

37 °C. Los hemisferios derechos fueron seccionados coronalmente usando un 

vibratomo (VT 1200S, Leica Microsystems, Germany) a 150 µm de grosor, a 0.1 

mm/s de velocidad y amplitud de 1 mm. Los PFC y SN fueron localizados usando 

el atlas estereotáxico de Paxinos y Watson (Fig. 17) (Paxinos and Watson, 2007). 

Las secciones de cerebro fueron mantenidas en el mismo aCSF oxigenado a 37 

°C mientras eran montadas en la microplaca de captura (XF24 islet capture 

microplate, Seahorse Bioscience), como fue descrito previamente (Fried et al., 

2014). 
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Figura 17. Localización de PFC y SN en secciones coronales de cerebro de rata según el 
atlas estereotáxico de Paxinos and Watson (Paxinos and Watson, 2007). 

 

De cada animal fueron analizados los perfiles bioenergéticos en cinco cortes de 

cerebro que fueron colocados en pozos de la microplaca, siguiendo un protocolo 

publicado previamente con mínimos ajustes (Fried et al., 2014). De forma breve, 

biopsias de 1.2 mm de diámetro de cada región del cerebro fueron 

cuidadosamente aisladas y montadas en el fondo de cada pozo de la placa. Las 

pantallas de captura, previamente sumergidas en XF Base Medium, fueron 

cuidadosamente montadas sobre el tejido y 700 µL de medio Agilent Seahorse XF 

Base Medium (suplementado con 2 mM L-glutamina, 1 mM Na piruvato, 10 mM 

glucosa y 4 mg/mL BSA, pH 7.4) fue agregado en cada pozo. Después, tres 

diluciones de reactivos farmacológicos fueron preparados en XF Medium: 25 µM 

de oligomicina de Streptomyces diastatochromogenes (1404-19-9, Sigma Aldrich), 

15 µM de carbonil cianide 4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP, 370-86-86, 

Sigma Aldrich) y una mezcla de 20 µM antimicina-A de Streptomyces sp. (1397- 

94-0, Sigma Aldrich) con 20 µM de rotenona (R8875, Sigma Aldrich). Los reactivos 

fueron precargados en el cartucho sensor del equipo Agilent Seahorse XFe24, el 

cual fue pre hidratado con una solución de calibración, a 37 °C, en la noche previa 

al experimento. Un volumen de 75 µL de cada fármaco fueron inyectados 

sucesivamente en un volumen final de 925 µL en cada pozo. Cuatro pozos, uno 

por línea, fueron empleados como pozo blanco para cada microplaca. Los 

siguientes parámetros de ensayos de estrés mitocondrial fueron establecidos de 

acuerdo a publicaciones previas (Fried et al., 2014), pero con alguna de las 

siguientes modificaciones. Cada ciclo de medida fue programado para consistir en 

3 minutos de mezcla, 3 minutos de espera, y la medición de las OCRs y ECARs 

fue realizada por dos minutos. Adicionalmente, fueron empleados 5 ciclos para 

analizar la línea base de OCR, 7 ciclos fueron usados para evaluar la OCR 

dependiente de la producción de ATP (oligomicina), 5 medidas fueron usadas para 
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medir la OCR (FCCP) máxima, y 6 ciclos para evaluar la OCR dependiente de la 

mitocondria. 

 

Ensayos metabólicos en PBMCs 

La función mitocondrial (OCRs) y la glicólisis (ECARs) en las PBMCs fueron 

medidas usando un analizador de flujo extracelular XF24e. Después del 

aislamiento, las células fueron contadas y se agregaron 700 000 células en cada 

pozo de la microplaca, diluidas en 100 µL de medio DMEM suplementado con 10 

% de FBS y 2 mM de L-glutamina. Cinco pozos por animal fueron usados. Después 

de 2 h de incubación a 37 °C, con CO2, las células fueron lavadas dos veces con 

medio XF suplementado con 25 mM de glucosa, 2 mM L-glutamina y 1 mM de 

piruvato de sodio, pH 7.4. Las células fueron incubadas durante una hora a 37 °C, 

sin CO2 en un volumen final de 630 µL. Después de este tiempo, en cada pozo 

fueron inyectados 70 µL de 1 µM oligomicina, 75 µL de 1.5 µM FCCP y 85 µL de 

una mezcla de 1 µM antimicina-A con 100 nM rotenona. Los reactivos fueron 

precargados en un cartucho sensor del instrumento Agilent Seahorse XFe24, el 

cual fue pre hidratado con solución de calibración a 37 °C, en la noche previa al 

experimento. El volumen final de cada pozo fue 860 µL y 4 pozos blancos por cada 

microplaca fueron utilizados. El ciclo de medida consistió en 3 minutos de mezcla, 

3 minutos de espera y dos minutos de medida de OCRs y ECARs. Fueron usados 

4 ciclos para evaluar la línea base de OCR, 5 ciclos fueron utilizados para evaluar 

la OCR dependiente de ATP, 5 ciclos fueron usados para medir el OCR máximo y 

3 ciclos fueron usados para evaluar la OCR dependiente de la mitocondria. 

 

Ensayos metabólicos en neuronas corticales primarias  

Las placas de cultivo celular Seahorse XF24e previamente cubiertas con poli-D-

lisina estéril fueron usadas con 70.000 neuronas corticales primarias por pozo, 
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resuspendidas en 500 µL de medio de cultivo. Después de 5 días desde el 

aislamiento, las células fueron tratadas con 0.5 and 1 mM de Piracetam (Sigma-

Aldrich, P5295) por 24 horas y después de este tiempo las células fueron 

estresadas con 1 mM H2O2 (Sigma-Aldrich, H1009) por 1 h. Seis grupos 

experimentales fueron obtenidos: S-P- (sin estrés, sin Piracetam), S-P+ (0.5 mM) 

[sin estrés, con 0.5 mM Piracetam], S-P+ (1 mM) [sin estrés, con 1 mM Piracetam], 

S+P- (con estrés, con Piracetam), S+P+ (0.5 mM) [con estrés, con 0.5 mM 

Piracetam], S+P+ (1 mM) [con estrés, con 1 mM Piracetam], y de 3 a 4 pozos por 

tratamiento fueron usados. 

Después del tratamiento, las células fueron lavadas dos veces con medio XF tibio 

suplementado con 25 mM glucosa, 2 mM L-glutamina y 1 mM sodio piruvato, pH 

7.4. Las células fueron incubadas por 1 h a 37 °C, sin CO2, en un volumen final de 

525 µL. Después de este tiempo, en cada pozo fueron inyectados 75 µL de 1 µM 

oligomicina, 75 µL de 1 µM FCCP y 75 µL de una mezcla de 1 µM antimicina-A con 

1 µM rotenona. Los reactivos fueron precargados en un cartucho sensor Agilent 

Seahorse XFe24, el cual fue pre hidratado con solución de calibración a 37 °C, la 

noche antes del experimento. El volumen final de cada pozo fue 750 µL y 4 pozos 

blanco para cada microplaca fueron usados. El ciclo de medida consistió en 3 

minutos de mezcla, 3 minutos de espera y 2 minutos de medida de OCRs and 

ECARs. Fueron usados 4 ciclos para evaluar la línea base de OCRs, 5 ciclos 

fueron usados para evaluar la OCR dependiente de ATP, 5 ciclos fueron usados 

para medir el OCR máximo y 3 siglos para evaluar la OCR dependente de la 

mitocondria.  

 

ENSAYOS DE WESTERN BLOT  

El tejido del cerebro fue homogeneizado en solución amortiguadora RIPA fría (150 

mM NaCl, 1 % Triton X-100, 0.5 % Sodio Deoxicholate, 0.1 % SDS, 50 mM Tris 

Base, 2 mM PMSF, pH 8) y los restos de tejido fueron removidos por centrifugación 
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del lisato a 19,000 g por 20 min a 4 °C. Aproximadamente 20 µg de proteína total 

del sobrenadante resultante fue electroforizada en un gel al 12 % de SDS-PAGE, 

a 100 V, usando un sistema de minigel Biorad. Las proteínas fueron 

subsecuentemente transferidas del gel de agarosa a las membranas PVDF en 

condiciones semisecas usando un aparato de transferencia semiseco (Biorad). 

Posteriormente, las membranas PVDF fueron bloqueadas en leche diluida al 4 % 

en 1X TBST (19.8 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween-20, pH 7.6), lavadas en 

1X TBST, e incubadas por 12 h con el anticuerpo primario: DJ-1 (Abcam, 

anticuerpo de conejo anti-PARK7/DJ1 [EP2815Y], ab76008, 1:5000, 23 kDa), 

SOD1 (Abcam, anticuerpo de conejo anti-SOD1, ab16831, 1:2000, 17 kDa), SOD2 

(Abcam, anticuerpo de conejo anti-SOD2/MnSOD, ab13533, 1:5000, 25 kDa), CAT 

(Abcam, anticuerpo de conejo anti-CAT, ab16731, 1:2000, 55 kDa), BDNF (Abcam, 

anticuerpo de conejo anti-BDNF [EPR1292], ab108319, 1:500, 14 and 28 kDa), 

TOM20 (Santa Cruz Biotechnology, anticuerpo de conejo anti-TOM20 (FL-145), 

sc11415, 1:500, 17 kDa). Como control interno fue usada β-tubulina (Abcam, 

anticuerpo de ratón Anti-β-Tubulina [1E1-E8-H4], ab131205, 1:5000, 50 kDa). 

Después, las membranas PDVF fueron incubadas con su respectivo anticuerpo 

secundario de peroxidasa de rábano (HRP)-conjugada (Invitrogen, anticuerpo de 

cabra anti- IgG de conejo, 65-6120, e Invitrogen anticuerpo de cabra anti-IgG de 

ratón, 62-6520) por 2 h a temperatura ambiente (25 °C), y finalmente analizados 

por detección quimioluminiscente (ChemiDoc™ MP Imaging System (170-8280), 

Bio-Rad). 

Se llevó a cabo un análisis densitométrico de bandas inmunoreactivas para todas 

las réplicas de cada marcador de proteína de interés usando NIH ImageJ 1.50i 

software (Bethesda, MD) como se ha publicado previamente (Das Banerjee et al., 

2017). La densidad integrada para cada banda fue normalizada por β-tubulina. 
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ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA 

El inmunoetiquetado indirecto de cortes de cerebro fue realizado de acuerdo a 

publicaciones previas (Das Banerjee et al., 2017) con las siguientes modificaciones 

menores. Brevemente, los hemisferios cerebrales izquierdos de ratas estresadas 

y no estresadas fueron fijados con formaldehído al 4 % (PFA, w/v), deshidratadas 

usando solución de sucrosa al 30 %, integrada en una mezcla de OCT con solución 

de sucrosa al 30 %, congelada a – 20 °C y posteriormente seccionada utilizando 

un criostato (Leica CM1510-S). Los cortes de cerebro de 12 µm de la SN (las 

coordenadas estereotáxicas de (Paxinos and Watson, 2007)) fueron: 2.88 mm a 

4.32 mm de la línea interaural y -6.12 mm a -4.64 mm del bregma, y fueron 

colectados en láminas de vidrio precubiertas (Superfrost Plus Gold Microscope 

Slides, Fisher Scientific) y, finalmente, almacenados a  -20 °C hasta su uso. 

Después del bloqueo con albúmina sérica de bovino (BSA) al 5 % durante 30 

minutos, el tejido de cerebro fue incubado por 2 h con el anticuerpo anti-tirosina 

hidroxilasa (TH) (Thermo Fisher Scientific P21962, 1:200). Posteriormente, los 

cortes de cerebro fueron lavados con 1X PBST y después incubados con 

anticuerpo secundario (Alexa Fluor 647, cabra anti-IgG de conejo, 1:1000). 

Finalmente, los núcleos fueron visualizados por la exposición de los cortes de 

cerebro al ácido nucleico 4′,6-diamidino-2-fenilindole dihidrocloruro (DAPI), 

mezclado en una solución de glicerol al 70 % en una concentración final de 

1.25µg/mL. Los cortes de cerebro fueron entonces cubiertos y las imágenes fueron 

obtenidas usando un sistema EVOS-FL Cell Imaging System (Life Technologies) 

con un objetivo 4X. Las imágenes obtenidas fueron analizadas usando el software 

ImageJ 1.50i.  

La densidad integrada fue normalizada al número total de células en el SN basado 

por el marcaje DAPI. La relación de la densidad integrada de TH por el número de 

núcleos es utilizada para evaluar la neurodegeneración de las neuronas viables 

del cerebro medio, como se ha publicado previamente (Callio, Oury and Chu, 2005; 

Xavier et al., 2005; Giguère et al., 2019). También es importante mencionar que el 
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SN completo fue analizado incluyendo el SN pars compacta, SN pars reticulata y 

SN pars lateralis como un método validado para evaluar la neurodegeneración de 

las neuronas dopaminérgicas en modelos con PD, como se ha publicado con 

anterioridad (Mulcahy et al., 2012; Dave et al., 2014; Kozina et al., 2014; Salvatore 

et al., 2019). 

 

ACTIVIDAD ENZIMÁTICA EN PBMCS, EN CEREBRO E HÍGADO 

Preparación de muestras  

Las muestras fueron homogeneizadas (peso/volumen 1:10) en solución 

amortiguadora fría de fosfato 50 mM (K2HPO4, KH2PO4), pH 7.4, con 1 % PMSF. 

Después de la homogenización, las muestras fueron sonicadas 3 veces durante 

30 segundos, con un minuto de pausa entre cada una, siempre sobre hielo. Cada 

muestra fue separada en dos tubos Eppendorf: un tubo fue centrifugado a 50 xg 

por 20 min a 4 °C (para ensayo de la actividad de CAT) y el otro tubo fue 

centrifugado a 20 000 xg por 30 min a 4 °C (para ensayos de la actividad de SOD, 

GST, GPx, GR). En ambos casos, el sobrenadante fue guardado a -80 °C hasta 

su uso (Mejia-Carmona et al., 2014, 2015). 

La actividad enzimática fue medida por espectrofotometría usando un lector de 

microplaca FLUOstar Omega (BMG) para placas de 96 pozos. Los ensayos se 

realizaron para establecer la concentración de proteínas en la muestra que se 

ajusta para cada curva blanco, y 0.13 mg/mL de proteína total fue considerada 

para cada ensayo. Para las muestras de hígado, los datos fueron normalizados por 

el peso del tejido húmedo. El volumen de la muestra (Vmuestra) fue calculado usando 

la siguiente fórmula: 

𝑉𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 =
(𝐶𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎)(𝑉𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝐶𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 
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Donde Cesperada es la concentración ideal de proteína considerada siempre 0.13 

mg/mL, Vfinal representa el volumen final en el pozo y Cproteína total representa la 

concentración total de proteína de la muestra cuantificada usando el método de 

Bradford. 

En el presente estudio, fueron evaluadas algunas de las principales enzimas que 

están directamente implicadas en la defensa antioxidante de la célula (Fig. 4): 

superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión S-transferasa (GST), 

glutatión peroxidasa (GPx) and glutatión reductasa (GR). 

 

Ensayo de actividad de superóxido dismutasa (SOD) 

El método está basado en la disponibilidad del pirogalol para la auto oxidación, 

capturando el radical superóxido a pH 8.2, desarrollando un color amarillo, el cual 

puede ser detectado espectrofotométricamente. SOD elimina los radicales del 

medio e inhibe la oxidación del pirogalol (Mejia-Carmona et al., 2015).   

 

Ensayo de actividad de SOD total  

La actividad total de SOD fue medida usando como medio oxidante 50 mM TrisHCl 

y 1 mM ácido dietilentriaminopentaacetico (DTPA), pH 8.2, y fue agregada 0.13 

mg/mL de proteína total de la muestra. Finalmente, una solución de pirogalol fue 

automáticamente inyectada por el lector de microplaca, alcanzando una 

concentración final de 4 mM en un volumen total de 300 µL (como se muestra en 

la Tabla 7) y la medida cinética fue obtenida a 450 nm (40 ciclos, 20 seg cada ciclo, 

a 37 °C). 
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Tabla 7. Volúmenes de las soluciones usadas en cada pozo del blanco y muestra, en los 
ensayos SOD total.  

 Medio oxidante  Pirogalol Muestra H2O 

Blanco 200 µL 20 µL - 80 µL 

Muestra 200 µL 20 µL Vmuestra 80 µL - Vmuestra 

 

Ensayo de actividad de SOD mitocondrial (SOD2)  

La actividad de la SOD mitocondrial (SOD2) fue medida usando el mismo medio 

oxidante (50 mM TrisHCl y 1 mM DTPA, pH 8.2) pero también fueron agregados 

110 mM de cianida de sodio (NaCN) para inhibir la actividad específica del SOD 

citosólico (SOD1). 0.13 mg/mL de proteína total de cada muestra fueron agregados 

y finalmente, la solución de pirogalol fue automáticamente inyectada por el lector 

de microplaca alcanzando una concentración final de 4 mM en un volumen total de 

300 µL (como se muestra en la Tabla 8) y la medida cinética fue obtenida a 450 

nm (80 ciclos, 20 seg por ciclo, a 37 °C).  

 

Tabla 8. Volúmenes de las soluciones usadas en cada pozo del blanco y muestra, en los 
ensayos SOD2. 

 
Medio 

oxidante  
Pirogalol NaCN Muestra  H2O 

Blanco 200 µL 20 µL 3 µL - 77 µL 

Muestra 200 µL 20 µL 3 µL Vmuestra 77 µL - Vmuestra 

 

Una unidad del SOD fue considerada como la concentración de enzima usada para 

inhibir 50 % de autooxidación de pirogalol. El porcentaje de oxidación de pirogalol 

inhibida por la enzima (% inhibición) fue determinada usando la siguiente ecuación: 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
(𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎) × 100

𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
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Donde Absblanco representa la absorbancia obtenida del pozo blanco y Absmuestra 

representa la absorbancia obtenida de la muestra en el pozo. 

Posteriormente, la actividad enzimática específica del SOD total y SOD2 fue 

calculada usando la siguiente ecuación: 

 

𝑈 𝑆𝑂𝐷

𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 (𝑚𝑔)
=

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛
50

×
𝑉𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑉𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐶 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 
 

 

Ensayo de actividad de SOD citosólico (SOD1)  

La actividad enzimática específica de SOD1 fue calculada como la diferencia entre 

la actividad enzimática de SOD total y SOD2. 

 

Ensayo de actividad de catalasa (CAT)  

El método está basado en la capacidad de la CAT para disminuir la concentración 

de H2O2 en el medio. Como medio oxidante fue usado 14 mM de H2O2 (Sigma-

Aldrich, H1009) en 0.1 M buffer de fosfato (K2HPO4, KH2PO4), pH 7.4, y 0.13 

mg/mL de proteína total de la muestra fueron agregados en un volumen final de 

220 µL (como se muestra en la Tabla 9). La medida cinética fue obtenida a 240 nm 

(50 ciclos, 23 seg cada ciclo, a 37 °C) (Mejia-Carmona et al., 2014). 

 

Tabla 9. Volúmenes de las soluciones usadas en cada pozo del blanco y muestra, en los 
ensayos CAT. 

 Medio oxidante  Muestra H2O 

Blanco 200 µL - 20 µL 

Muestra 200 µL Vmuestra 20 µL - Vmuestra 
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La actividad enzimática específica de CAT fue obtenida usando la siguiente 

ecuación: 

 

𝑈 𝐶𝐴𝑇

𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 (𝑚𝑔)
=

𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

0.0394 × 1000 ×
𝑉𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝐶𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐶𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 
 

 

Dónde Absblanco representa la absorbancia obtenida de los pozos blanco, Absmuestra 

representa la absorbancia obtenida de la muestra en el pozo, Vfinal representa el 

volumen final en el pozo, Cmuestra representa la concentración de proteína en la 

muestra y 0.0394 mM-1cm-1 representa el coeficiente de extinción molar del H2O2. 

 

Ensayo de actividad de glutatión S-transferasa (GST)  

El método está basado en la capacidad del glutatión para combinarse con 1-chloro-

2,4-dinitrobenzene (CDNB) formando el complejo glutatión-CDNB. Se usaron dos 

soluciones como sustrato. La primera, con 0.1 M CDNB (Sigma, 237329) en 99 % 

metanol fue diluida en una solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M (K2HPO4, 

KH2PO4), pH 6.5, para obtener una solución final de 2.25 mM CDNB. En segundo 

término, 2.25 mM de una solución de glutatión reducida (GSH, 98 %, Sigma-

Aldrich, G4251) fue preparada en solución amortiguadora de fosfato 0.1 M buffer 

(K2HPO4, KH2PO4), pH 6.5. Finalmente, ambas soluciones fueron combinadas y 

se obtuvo 1.125 mM de solución de sustrato. 0.13 mg/mL de proteína total de la 

muestra diluida en 25 µL fueron agregados sobre la solución sustrato en un 

volumen final de 225 µL (como se muestra en la Tabla 10). Las medidas cinéticas 

fueron obtenidas a 340 nm (90 ciclos, 26 seg por ciclo, a 37 °C) (Mejia-Carmona 

et al., 2015). 
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Tabla 10. Volúmenes de las soluciones usadas en cada pozo del blanco y muestra, en los 
ensayos GST. 

 
Solución de 

sustrato  
Muestra H2O 

Blanco 200 µL - 25 µL 

Muestra 200 µL Vmuestra 25 µL - Vmuestra 

 

La actividad enzimática específica de GST fue obtenida usando la siguiente 

ecuación: 

𝑈 𝐺𝑆𝑇

𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 (𝑚𝑔)
=

(𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜) × 0.82549 ×
𝑉𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝐶𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐶𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 
 

 

Donde Absblanco representa la absorbancia obtenida de los pozos blanco, Absmuestra 

representa la absorbancia obtenida de la muestra en el pozo, Vfinal representa el 

volumen final en el pozo, Cmuestra representa la concentración de proteína de la 

muestra y 0.82549 mM-1cm-1 representa el coeficiente de extinción molar del 

complejo GS-CDNB. 

 

Ensayo de actividad de glutatión reductasa (GR)  

La glutatión reductasa transforma el glutatión oxidado (GSSG) en dos moléculas 

de glutatión reducido (GSH), como se muestra en la Fig. 4.  

Este método está basado en la medición de la oxidación NADPH, como se ha 

mostrado previamente, con pocas modificaciones (Weiss, Maker and Lehrer, 

1980). 

Fueron preparadas soluciones al momento: 20 mM GSSG (Abcam, ab141393) 

diluido en agua destilada y 2 mM NADPH (Sigma-Aldrich, N5130) diluido en 10 mM 

TrisHCl, pH 7. Como medio oxidante fue usado 0.1 M de solución amortiguadora 
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de fosfato (K2HPO4, KH2PO4) con 2 mM EDTA, pH 7.4. Todas las soluciones fueron 

agregadas en cada pozo como se muestra en la Tabla 11, en un volumen final de 

300 µL; la solución NADPH fue la última en ser agregada. La medida cinética fue 

obtenida a 340 nm (50 ciclos, 23 seg cada ciclo, a 30 °C). 

 

Tabla 11. Volúmenes de las soluciones usadas en cada pozo del blanco y muestra, en los 
ensayos GR.  

 
Medio 

oxidante  
NADPH GSSG Muestra H2O 

Blanco 200 µL 20 µL 20 µL - 60 µL 

Muestra 200 µL 20 µL 20 µL Vmuestra 60 µL - Vmuestra 

 

Ensayo de actividad de glutatión peroxidasa (GPx)  

La glutatión peroxidasa transforma moléculas de GSH en el GSSG como se 

muestra en Fig. 4. Este método está basado en la medida de la desaparición de 

NADPH, como se ha mostrado previamente, con pocas modificaciones (Weiss, 

Maker and Lehrer, 1980). 

Fueron preparadas en el momento soluciones de sustrato conteniendo: 1.4 U 

glutatión reductasa (Roche, 10105678001), 1 mM GSH, 0.2 mM NADPH, 0.5 mM 

H2O2 (Sigma-Aldrich, H1009) y 1 mM NaCN diluido en búfer de fosfatos 0.1 M 

(K2HPO4, KH2PO4) con 2 mM EDTA, pH 7.4. La solución sustrato y la muestra 

fueron agregados en cada pozo como se muestra en la Tabla 12, en un volumen 

final de 300 µL. La medida cinética fue obtenida a 340 nm (50 ciclos, 23 seg cada 

ciclo, a 30 °C). 
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Tabla 12. Volúmenes de las soluciones usadas en cada pozo del blanco y muestra, en los 
ensayos GPx. 

 
Solución de 
substrato 

Muestra H2O 

Blanco 250 µL - 50 µL 

Muestra 250 µL Vmuestra 50 µL - Vmuestra 

 

ENSAYO SR-µFTIR  

Las medidas de SR-µFTIR se llevaron a cabo en el ESRF de Grenoble, Francia. 

Se utilizó un microscopio Thermo Nicolet Continuum IR microscope (Thermo 

Scientific, Madison, WT, USA) equipado con un objetivo 32x acoplado a un 

espectrómetro Thermo Nicolet Nexus FTIR (Thermo Scientific, Madison, WT, USA) 

usando una fuente IR sincrotrón. El microscopio IR fue enfriado con nitrógeno 

líquido con 50 µm de mercurio, cadmio y telurio en el detector. Los espectros fueron 

colectados en el intervalo 4000 – 800 cm-1 (Fig. 18), con un tamaño de haz de 8 X 

8 µm2, examinado a 6 cm-1 de resolución y obtenido con un promedio de 256 

barridos. 10 µL de muestra fueron colocados en láminas de BaF2 con 1 mm de 

altura y se permitió el secado a temperatura ambiente. Se llevaron a cabo dos 

mapeos para cada muestra (cada mapa contuvo de 2 a 3 células) y para cada 

mapa fueron obtenidos 21 espectros de puntos aleatorios (Vargas-Caraveo et al., 

2014).  

 

Figura 18. Promedio total de los espectros SR-μFTIR en segunda derivada. Bandas rojas: 
grupos estresados; bandas azules: grupos no estresados.  
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ENSAYO COMETA 

El daño de DNA en PBMCs inducido por estrés psicológico fue estudiado por 

ensayo cometa, método basado en la microelectroforesis del contenido de DNA de 

las células (Nandhakumar et al., 2011).  

Sobre una laminilla de microscopio fueron agregados 300 µL de 1.5 % de gel de 

agarosa a 100 °C y después fue cubierta con cubreobjetos para una distribución 

uniforme. Después de 5 minutos a 4 °C, el cubreobjetos fue removido, y la laminilla 

fue secada a 50 °C durante aproximadamente 15 minutos en una estufa. Las 

células fueron mezcladas con 400 µL de 0.5 % de agarosa gelificada a 37 °C, 

colocados sobre el primer gel sobre la laminilla y de nuevo la laminilla fue cubierta 

con un cubreobjetos para una distribución uniforme. Después de 20 minutos a 4 

°C, el cubreobjetos fue removido y la laminilla fue sumergida en una solución de 

lisis (137 mM NaCl, 2.7 mM Na2EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 10) por 1 h a 4 °C. 

Posteriormente, la laminilla fue colocada en una cámara de electroforesis 

horizontal y dejada para equilibrar en el buffer de electroforesis (300 mM NaOH, 1 

mM Na2EDTA, pH 13), por 20 minutos, a 4 °C, en la oscuridad. Posteriormente, la 

laminilla fue secada a temperatura ambiente por 10 minutos, protegida de la luz y 

lavada 3 veces con un buffer para neutralización (0.4 M Tris-HCl, pH 7.5), a 4 °C, 

5 min cada vez. Después, la laminilla fue secada a temperatura ambiente por 20 

minutos y deshidratada usando metanol puro por 5 minutos. Finalmente, las hebras 

de DNA fueron marcadas con 20 µg/mL de solución de bromuro de etidio y las 

laminillas fueron cubiertas con cubreobjetos y analizadas usando un microscopio 

de epifluorescencia. 

Tres laminillas por rata fueron preparadas, dos ratas por grupo fueron usadas y 

100 células por rata fueron analizadas. Fueron evaluados los siguientes 

parámetros: el momento de cola oliva, longitud de cola, momento de cola y la cola 

de DNA, usando el software CaspLab (Fig. 19). 
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Figura 19. Imagen representativa de DNA intacto y dañado de una PBMC visto y analizado 
usando CaspLab software. El color rojo representa el núcleo de la célula (considerado la cabeza 
del cometa) y la parte rosa representa las hebras de DNA rotas (considerada la cola del cometa). 

 

ENSAYO DE CITOMETRÍA DE FLUJO  

El ciclo celular y la energía mitocondrial en PBMCs fueron estudiados usando un 

citómetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, Miami, FL, USA). Los datos fueron 

analizados usando el software Kaluza flow cytometry (Beckman Coulter) 

(Villanueva et al., 2018). 

 

Análisis de ciclo de PBMCs  

Las PBMCs fueron resuspendidas en 100 μL de 1X PBS y 200 μL de medio de 

aislamiento nuclear (NIM)-DAPI (NPE Systems, Inc. Pembroke Pines, and 

Beckman Coulter). La suspensión de células fue incubada por 3 minutos a 

temperatura ambiente. Después de este tiempo, el contenido de DNA fue 

analizado en 50 000 eventos por animal a 405 nm. 

Los datos obtenidos se muestran como 4 puertas que representan el porcentaje 

de células en cada fase del ciclo celular evaluado por el contenido de DNA Sub 

G0/G1 representa la población de células hipodiploides asociadas con una 

población apoptótica o células dañadas. La fase G0/G1 representa las células 
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diploides, en fase S están representadas las células hiperdiploides y en la fase 

G2/M son mostradas la población de células tetraploides (Fig. 20). 

 

 

Figura 20. Histograma representativo que muestra las 4 puertas cuales representan el 
porcentaje de células en cada fase del ciclo celular evaluado por el contenido de DNA. Sub 
G0/G1 representa la población celular hidiploide asociada con una subpoblación apopotótica. 
G0/G1 representa las células diploides, en la fase S son representadas las células hiperdiploides y 
en la fase G2/M se muestran las poblaciones celulares tetraploides. 

 

Análisis de mitocondria activa en PBMCs usando MitoTracker™ Red CMXRos 

Las PBMCs fueron resuspendidas en una solución conteniendo Hoechst 33342 

(Thermo Scientific™, 62249) (1:1000) diluida en 1X PBS suplementado con 25 mM 

de Glucosa y 0.1 % BSA. Después de 30 min de incubación a 37 °C, se agregó 

MitoTracker™ Red CMXRos (Invitrogen™, M7512) con Hoechst 33342 (1:1000) 

diluido en 1X PBS con 25 mM de Glucosa y 0.1 % BSA, para una concentración 
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final de MitoTracker™ Red CMXRos de 100 nM. Después de 45 minutos de 

incubación a 37 °C y protegidas de la luz, las PBMCs fueron analizados a 579 nm 

en 50 000 eventos por animal. El MitoTracker™ Red CMXRos (Invitrogen, USA) 

fue disuelto en una solución de DMSO 1 mM y almacenado a -20 °C. 

Los datos obtenidos representan el porcentaje de las células marcadas que fueron 

distribuidas en dos regiones: baja y alta florescencia de MitoTracker, la cual fue 

asociada a las células con baja o alta actividad mitocondrial (Fig. 21). 

 

 

Figura 21. Histograma representativo de dos parámetros representando las poblaciones de 
PBMCs con mitocondria activa usando MitoTracker™ Red CMXRos (100 nM), un colorante 
catiónico fluorescente el cual se acumula en la mitocondria activa y Hoechst (1:1000), el cual provee 
un número estimado de células. En el primer histograma son representadas las células no 
marcadas. En el segundo histograma, las células marcadas fueron distribuidas en dos grupos: baja 
y alta fluorescencia de MitoTracker, el cual fue asociado con células con baja y alta actividad 
mitocondrial.  

 

Inducción de estrés en PBMCs in vitro usando H2O2 

Las PBMCs de ratas viejas fueron incubadas por una hora a 37 °C con 0.2 mM y 

1 mM de H2O2 (Sigma-Aldrich, H1009), diluidas en 1X PBS suplementado con 25 

mM de glucosa y 0.1 % BSA. Después de este periodo, las células fueron lavadas 
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una vez con 1X PBS, 800 g por 5 min. Posteriormente, el ciclo celular y la 

mitocondria activa fueron analizados. 

 

ENSAYO DE ELISA PARA NIVEL DE CORTICOSTERONA EN PLASMA 

Los niveles de corticosterona fueron medidos en plasma sanguíneo obtenido de 

ratas en el día de sacrificio vía punción intracardiaca y colectada en tubos 

vacutainer conteniendo 7.2 mg de EDTA-potasio (K2EDTA). La sangre fue 

centrifugada a 1000 x g por 10 min, a temperatura ambiente, y el plasma fue 

almacenado a -80 °C hasta que se requirió. El nivel de corticosterona en muestras 

de plasma fue medido usando un kit comercial de inmunoensayo enzimático. 

En el estudio 1, fue usado el kit Cayman Corticosterone ELISA (Cayman chemical, 

Cat No. 501320; Ann Arbor, MI, USA), el cual tuvo un intervalo de deteción de 8.2 

– 5000 pg/mL y sensibilidad de 30 pg/mL. Las muestras fueron leídas a 412 nm 

usando un lector de microplaca (SpectraMax M3, Molecular Devices). 

En el estudio 3, para medir el nivel de corticosterona en plasma en ratas tratadas 

con Piracetam, otro kit comercial de inmunoensayo enzimático fue usado siguiendo 

las instrucciones del proveedor (ALPCo, Cat No. 55-CORMS-E01, Salem, NH). El 

intervalo de detección del kit es 6.1 to 2250 ng/mL. La absorbancia fue medida con 

un lector de microplaca FLUOstar Omega (BMG) a 450 nm. 

 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES (ENSAYO DE BRADFORD) 

El ensayo de Bradford fue usado para medir el contenido total de proteínas en el 

cerebro y muestras de PBMCs. Este método está basado en la capacidad de las 

moléculas de proteínas de enlazarse con el colorante azul brillante Coomassie G-

250 resultando en un cambio de color de café a azul, identificado por 

espectrofotometría (Bradford, 1976). 
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En el presente estudio el reactivo de Bradford fue obtenido del Quick Start™ 

Bradford protein assay o preparado usando 10 % de azul brillante Coomassie 

Brilliant Blue G-250, 5 % de etanol y 10 % de ácido fosfórico. La curva de 

calibración fue realizada usando diluciones desde BSA de 1 mg/mL. La 

absorbancia fue medida con un lector de microplaca FLUOstar Omega (BMG) o 

SpectraMax M3, Molecular Devices, a 595 nm. 

 

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR (ALAMARBLUE® ASSAY) 

El reactivo AlamarBlue (conteniendo principalmente resazurin, un compuesto no 

tóxico) es usado para estudiar la viabilidad celular y el método está basado en la 

capacidad de las células viables para convertir resazurin (color azul) a resorufin 

(color rojo) (Rampersad, 2012).  

Para este ensayo fue usado el reactivo AlamarBlue™ Cell Viability Reagent 

(Invitrogen, DAL1025). En una microplaca de 96 pozos fueron cultivadas 

previamente 25.000 células/pozo diluidas en 100 µL de medio de cultico de 

mantenimiento, en el cual fue añadido 10 µL/pozo de 10X de reactivo AlamarBlue. 

Las células fueron incubadas por 4 h a 37 °C, 5 % CO2. Después de este periodo, 

la absorbancia fue medida en un lector de microplacas (SpectraMax M3, Molecular 

Devices) a 570 nm, en diferentes intervalos de tiempo. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los datos de comportamiento, resultados de actividad enzimática, datos de ensayo 

cometa, datos de citometría de flujo, datos de peso corporal y de glándulas 

adrenales son expresados como el promedio ± SEM y fueron analizados 

empleando prueba de t de Student (dos colas). Para comparaciones por parejas, 

usando el software GraphPad Prism (version 6.0), los valores de p menores que 

0.05 fueron considerados estadísticamente significantes. Para analizar el 
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comportamiento de la prueba del laberinto en cruz elevado y el nivel de 

corticosterona en plasma fueron usados diagramas box plot con media e intervalo 

de intercuartil. Cada caja muestra el valor del percentil 50th, la línea horizontal es 

el valor medio y las barras indican los valores máximo y mínimo. 

Los datos de WB están expresados como la media ± SD de al menos 3 

experimentos independientes y fueron analizados empleando la prueba t de 

Student (dos colas) por comparación de parejas. 

Para los ensayos metabólicos fueron usadas comparaciones de grupos múltiples 

y fueron realizadas empleando ANOVA de dos vías seguido por prueba de Tukey 

con corrección de Bonferroni; para ello se usó GraphPad Prism software (version 

6.0), los valores de p menores de 0.05 fueron considerados estadísticamente 

significantes. 

Los espectros de absorbancia FTIR fueron normalizados usando una 

normalización unitaria de vector y fue convertido en su segunda derivada con el 

algoritmo de Savitzky-Golay con 15 puntos de ventana y un segundo orden 

polinomial usando Unscrambler X 10.3 (Camo). Así mismo, fue empleado 

Unscrambler X 10.3 (Camo) para realizar un análisis de componentes principales 

(PCA) de los espectros. Herramientas estadísticas de Excel (Office 2016) como el 

promedio, error estándar y prueba de t fueron usadas para analizar la segunda 

derivada normalizada del espectro y los diagramas de box plot con mediana e 

intervalos intercuartiles fueron usados para analizar las relaciones lipídicas. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

COMPORTAMIENTO Y FUNCIÓN MOTRIZ  

 

Hipótesis: El estrés psicológico y la falta de PINK1 altera el comportamiento y la 

función motriz de ratas hembra y macho. 

Objetivos: 

- Evaluar el comportamiento de ratas hembra y macho WT y PINK1-KO 

mientras son expuestas a estrés psicológico usando la prueba de 

evitamiento de olor por ocultamiento. 

- Evaluar el efecto agudo y a largo plazo del estrés psicológico sobre el 

comportamiento y función motriz de ratas hembra y macho WT y PINK1-KO 

usando la prueba de evitamiento de olor por ocultamiento, prueba de 

rotarod, prueba de fuerza de agarre y prueba de la barra transversal.  

- Evaluar el efecto del estrés psicológico agudo y a largo plazo en niveles de 

corticosterona en plasma de ratas hembra y macho WT y PINK1-KO. 

- Evaluar la función motriz de ratas PINK1-KO de 7 meses de edad usando 

pruebas de fuerza de agarre y prueba de la barra transversal. 

 

Resultados and discusión: 

El estrés psicológico inducido por orina de gato induce ansiedad. Las ratas 

estresadas WT y PINK1-KO exploraron significativamente menos (tiempo de 

exploración), sacaron la cabeza afuera de la caja obscura como una posición de 

defensa (tiempo con la cabeza afuera), y se aproximaron a la tela impregnada con 

orina de gato significativamente menos (aproximación) comparadas con ratas WT 

no estresadas (Fig. 22a, Fig. 22b and Fig. 22c). No se observaron diferencias 
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significativas relacionadas al sexo en las pruebas del comportamiento en 

respuesta a exposición al estrés (día 1 a día 3). Este comportamiento de ansiedad 

duró una semana después de la exposición al estresor, ya que las ratas invirtieron 

casi el doble de tiempo en una posición defensiva (Fig. 23a), lo que muestra que 

este modelo de estrés tiene efectos negativos a largo plazo. Además, la falta de 

PINK1 no alteró el desempeño en la prueba de evitamiento de olor por 

ocultamiento (Fig. 22, 23a). Estudios previos mostraron que las ratas PINK1-KO 

exhibieron un comportamiento ansioso en las pruebas de campo abierto realizadas 

a los 4 meses de edad (Dave et al., 2014).  

Adicionalmente, las ratas WT estresadas psicológicamente mostraron un 

incremento en el nivel de corticosterona en plasma inmediatamente después del 

estrés, pero no significativo. El nivel de esta hormona incrementó 

significativamente una semana después de la exposición al estrés. Las ratas 

estresadas PINK1 KO mostraron un incremento no significativo en la concentración 

de corticosterona en plasma (Fig. 22d), presumiblemente se debió a que tienen el 

eje HPA desacoplado como lo han mostrado estudios previos (Agnihotri et al., 

2019; Creed et al., 2019). Incluso, se observó que no existen diferencias 

significativas de género en el nivel de corticosterona en plasma, tanto en ratas WT 

como PINK1-KO.  

 



 
 

 
 

93 

 

Figura 22. Análisis de comportamiento en ratas WT y PINK1-KO y nivel de corticosterona en 
plasma a) Tiempo estado en la posición con la cabeza afuera (comportamiento de alerta), para el 
día 1: **p ≤ 0.01, WT S+ comparado con WT S- y PINK1-KO S+ comparado con PINK1-KO S-; para 
el día 2: *p ≤ 0.05, PINK1-KO S+ comparado con PINK1-KO S-; para día 3: *p ≤ 0.05, WT S+ 
comparado con WT S-. b) Tiempo de exploración en la parte abierta de la caja claro/obscuro 
(exploración), *p ≤ 0.05, WT S+ comparado con WT S- and PINK1-KO S+ comparado con PINK1-
KO S-. c) Tiempo de examinación de la pieza de algodón impregnada (o no) con orina de gato 
(aproximación), *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, PINK1-KO S+ comparado con PINK1-KO S-. n = 10 por grupo. 
Los datos son expresados como la media ± SEM. Prueba t desapareada; d) Nivel de corticosterona 
en plasma en ratas macho y hembra, n = 4-10 por grupo. Los datos son expresados como la media 
± SEM. **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001. Color rojo: grupos estresados; color azul: grupos no estresados.  

 

Estudios previos han mostrado que la implicación de cortisol o corticosterona en la 

patología de PD es controversial. Altos niveles de estas hormonas han sido 

asociados con la evolución de la disfunción motriz (Smith et al., 2008) y 

discapacidad cognitiva (Lara et al., 2013). Pacientes con PD mostraron un 

aumento (Hartmann et al., 1997) o disminución (Bellomo et al., 1991) del nivel de 
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cortisol en plasma, incluso un incremento del cortisol salival (Djamshidian et al., 

2011), o ninguna relación ha sido encontrada entre estos dos (Volpi et al., 1997). 

Estudios recientes mostraron que la deficiencia de PINK1 induce alteración de la 

integridad del eje HPA, ya que los ratones PINK1-KO estresados no exhiben 

cambios en el nivel sérico de corticosterona, pero los receptores de 

glucocorticoides en el HC disminuyeron significativamente dos semanas 

posteriores a la exposición al estrés (Agnihotri et al., 2019). Además, las ratas 

PINK1-KO mostraron dopamina alterada y niveles de glutamato y acetilcolina en 

striatum después de 4 meses de edad (Creed et al., 2019). 

Inesperadamente, las ratas PINK1-KO mostraron deficiencias motrices (Fig. 23), 

patología que nunca había sido observada en edades jóvenes. De hecho, se 

observó una reducción significativa del desempeño motriz (~30%) (Fig. 23b), 

coordinación motriz fina y equilibrio (Fig. 23c) y fuerza en las extremidades traseras 

(Fig. 23d) en ratas PINK1-KO jóvenes, de manera similar como fue reportado 

previamente para ratas PINK1-KO de 7 meses de edad (Fig. 24). Adicionalmente, 

las ratas PINK1-KO estresadas exhibieron casi un 50 % de reducción en el 

desempeño de la prueba rotarod, sugiriendo que el estrés exacerba los síntomas 

parkinsonianos. Por otro lado, el estrés psicológico induce una ligera disminución 

en el desempeño de las ratas WT en la prueba rotarod (Fig. 23b). Sin embargo, el 

estrés psicológico induce una disminución significativa en la fuerza de agarre de 

las extremidades traseras en ratas WT (Fig. 23d) y un declive de la coordinación 

motriz fina y el equilibrio fue evidente por el incremento del tiempo de cruce (datos 

no mostrados) y un incremento en el número de resbalones sobre la viga de 2 cm 

(Fig. 23c). El estrés psicológico no produjo cambios significativos en la fuerza de 

las extremidades anteriores (datos no mostrados). 
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Figura 23. Deficiencia motriz y comportamiento de ansiedad en ratas WT y PINK1-KO. a) 
tiempo invertido en posición de alerta (tiempo con la cabeza afuera; b) tiempo de latencia para caer 
en el aparato rotarod acelerado; c) número de resbalones de los extremidades posteriores en la 
viga de equilibrio de 2 cm; d) fuerza de agarre de extremidades posteriores, en machos antes de la 
exposición al estrés (día 0), después de la exposición al estrés (día 4) y después de 7 días de reposo 
(día 10), n = 4-5 por grupo. Datos en medias ± SEM. *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, test t no pareado. Color 
rojo: grupos estresados; color azul: grupos no estresados.  
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Figura 24. Disfunciones motrices severas en ratas PINK1-KO de 7 meses de edad. a) fuerza 
de agarre de extremidades posteriores; b) número de resbalones de extremidades posteriores en 
la viga de equilibrio de 2 cm, n = 8 ratas WT y 15 ratas PINK1-KO. Datos en medias ± SEM. *p ≤ 
0.05, **p ≤ 0.01, test t no pareado. 

 

ANÁLISIS DE ENERGÍA DEL METABOLISMO EN EL CEREBRO DE RATAS  

Hipótesis: El estrés psicológico y la deficiencia de PINK1 alteran la energía del 

metabolismo en el cerebro de ratas. 

Objetivos: 

- Evaluar el efecto agudo y a largo plazo del estrés psicológico sobre la 

energía del metabolismo (OXPHOS y glicólisis) en cerebros de ratas 

hembra y macho WT y PINK1-KO (en PFC y SN) usando el analizador de 

flujo extracelular Agilent Seahorse XF24e. 

 

Resultados and discusión: 

La energía del metabolismo (OCRs y ECARs) en el cerebro es alterada por el 

estrés psicológico. Usando un analizador de flujo extracelular XF24e para medir el 

metabolismo neuronal ex vivo, se observó que la exposición tanto de ratas WT y 

PINK1-KO a estrés psicológico por 3 días es suficiente para reducir 

significativamente la energía del metabolismo en PFC y SN (Fig. 25-28). 
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En el PFC, el estrés psicológico causó una reducción significante en OCR no 

mitocondrial y OCR basal (p ≤ 0.05), y una disminución significante en la pérdida 

de protones (p ≤ 0.001), en ratas WT y PINK1-KO. También, se observó una 

disminución significante en el OCR máximo en el PFC de ratas PINK1-KO machos 

y hembras. Adicionalmente, la glicólisis basal y la capacidad glicolítica 

disminuyeron significativamente en machos y en hembras (Fig. 25 and Fig. 27). 

Cabe resaltar que las alteraciones bioenergéticas en el cerebro inducidas por el 

estrés psicológico fueron más prominentes en la PFC de machos que en hembras 

(Fig. 25 and Fig. 27), un efecto que persistió después de 7 días posteriores a la 

exposición al estrés (Fig. 29). Por todo lo anterior, estos datos sugieren que el 

estrés psicológico puede tener efectos negativos a largo plazo en esta región del 

cerebro (Fig. 28). 

A diferencia del PFC, el SN mostró un incremento en la demanda de energía 

inmediatamente después del estrés psicológico, presumiblemente como una 

respuesta al estrés oxidante e inflamación (Lee, Tran and Tansey, 2009; Kayser, 

Sedensky and Morgan, 2016; Yin et al., 2017). Un estudio previo mostró que las 

ratas estresadas tienen neuroinflamación, que se hace evidente por una 

acumulación de microglía y reclutamiento de leucocitos en area postrema (Vargas-

Caraveo, Perez-Ishiwara and Martinez-Martinez, 2015), un fenómeno que 

contribuye a la neurodegeneración (Lee, Tran and Tansey, 2009). OCRs y ECARs 

tienden a incrementar tanto en machos como en hembras de ratas WT o PINK1-

KO estresadas (Fig. 26, Fig. 28). Además, el estrés psicológico induce efectos a 

largo plazo sobre el SN, un incremento significativo en OCR no mitocondrial en 

ratas WT y PINK1-KO fue observado 7 días posteriores a la exposición al estrés, 

así como un incremento basal y respiración máxima en PINK1-KO SN (p ≤ 0.01) 

(Fig. 30). 
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Figura 25. Efecto agudo del estrés psicológico en PFC de machos sobre la energía del 
metabolismo: a) tasa de consumo de oxígeno (OCR), b) tasa de acidificación extracelular (ECAR),  
c) Respiración Basal, d) Consumo de oxígeno No-mitocondrial, e) Respiración máxima, f) 
Capacidad respiratoria, g) Pérdida de H+ (Protón), h) Producción de ATP, i) Glicolisis Basal, j) 
Capacidad Glicolítica. Para el ensayo fue usado: 25 µM de Oligomicina, 15 µM de FCCP, 20 µM de 
Antimicina, 20 µM de Rotenona. Datos expresados como medias ± SEM. n = 5 ratas * p ≤ 0.05, ** 
p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001, ANOVA de dos vías con prueba de comparación múltiple de 
Bonferroni. Color rojo: grupos estresados; color azul: grupos no estresados.  
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Figura 26. Efecto agudo del estrés psicológico en SN de machos sobre la energía del 
metabolismo: a) tasa de consumo de oxígeno (OCR), b) tasa de acidificación extracelular (ECAR),  
c) Respiración Basal, d) Consumo de oxígeno No-mitocondrial, e) Respiración máxima, f) 
Capacidad respiratoria, g) Pérdida de H+ (Protón), h) Producción de ATP, i) Glicolisis Basal, j) 
Capacidad Glicolítica. Para el ensayo fue usado: 25 µM de Oligomicina, 15 µM de FCCP, 20 µM de 
Antimicina, 20 µM de Rotenona. Datos expresados como medias ± SEM. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** 
p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001, ANOVA de dos vías con prueba de comparación múltiple de Bonferroni. 
Color rojo: grupos estresados; color azul: grupos no estresados. 
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Figura 27. Efecto agudo del estrés psicológico en PFC de hembras sobre la energía del 
metabolismo a) tasa de consumo de oxígeno (OCR), b) tasa de acidificación extracelular (ECAR),  
c) Respiración Basal, d) Consumo de oxígeno No-mitocondrial, e) Respiración máxima, f) 
Capacidad respiratoria, g) Pérdida de H+ (Protón), h) Producción de ATP, i) Glicolisis Basal, j) 
Capacidad Glicolítica. Para el ensayo fue usado: 25 µM de Oligomicina, 15 µM de FCCP, 20 µM de 
Antimicina, 20 µM de Rotenona. Datos expresados como medias ± SEM. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** 
p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001, ANOVA de dos vías con prueba de comparación múltiple de Bonferroni. 
Color rojo: grupos estresados; color azul: grupos no estresados.  
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Figura 28. Efecto del estrés agudo en SN de hembras sobre la energía del metabolismo: a) 
tasa de consumo de oxígeno (OCR), b) tasa de acidificación extracelular (ECAR),  c) Respiración 
Basal, d) Consumo de oxígeno No-mitocondrial, e) Respiración máxima, f) Capacidad respiratoria, 
g) Pérdida de H+ (Protón), h) Producción de ATP, i) Glicolisis Basal, j) Capacidad Glicolítica. Para 
el ensayo fue usado: 25 µM de Oligomicina, 15 µM de FCCP, 20 µM de Antimicina, 20 µM de 
Rotenona. Datos expresados como medias ± SEM. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 
0.0001, ANOVA de dos vías con prueba de comparación múltiple de Bonferroni. Color rojo: grupos 
estresados; color azul: grupos no estresados.  
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Figure 29. Efectos a largo plazo del estrés psicológico en PFC de machos sobre la energía 
del metabolismo: a) tasa de consumo de oxígeno (OCR), b) tasa de acidificación extracelular 
(ECAR),  c) Respiración Basal, d) Consumo de oxígeno No-mitocondrial, e) Respiración máxima, 
f) Capacidad respiratoria, g) Pérdida de H+ (Protón), h) Producción de ATP, i) Glicolisis Basal, j) 
Capacidad Glicolítica. Para el ensayo fue usado: 25 µM de Oligomicina, 15 µM de FCCP, 20 µM de 
Antimicina, 20 µM de Rotenona. Datos expresados como medias ± SEM. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** 
p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001, ANOVA de dos vías con prueba de comparación múltiple de Bonferroni. 
Color rojo: grupos estresados; color azul: grupos no estresados. 
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Figura 30. Efectos a largo plazo del estrés psicológico sobre SN de machos en la energía del 
metabolismo a) tasa de consumo de oxígeno (OCR), b) tasa de acidificación extracelular (ECAR),  
c) Respiración Basal, d) Consumo de oxígeno No-mitocondrial, e) Respiración máxima, f) 
Capacidad respiratoria, g) Pérdida de H+ (Protón), h) Producción de ATP, i) Glicolisis Basal, j) 
Capacidad Glicolítica. Para el ensayo fue usado: 25 µM de Oligomicina, 15 µM de FCCP, 20 µM de 
Antimicina, 20 µM de Rotenona. Datos expresados como medias ± SEM. * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** 
p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001, ANOVA de dos vías con prueba de comparación múltiple de Bonferroni. 
Color rojo: grupos estresados; color azul: grupos no estresados. 
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Las ratas PINK1-KO no mostraron alteraciones bioenergéticas en el PFC y SN 

comparadas con ratas WT (Fig. 25-30). Este resultado contrasta con estudios 

previos que mostraron una alteración de la actividad ETC y de la expresión de 

proteínas relacionadas con la respiración mitocondrial en striatum de ratas PINK1-

KO de 3 meses de edad (Stauch et al., 2016), e incluso, se ha observado una 

disminución de la expresión de proteínas mitocondriales (NADH y citocromo C 

oxidasa) y del nivel de ATP en PFC, SN, striatum y núcleo cerebelar profundo 

(Ferris et al., 2018). Además, estudios recientes en ratones jóvenes PINK1-KO 

encontraron disminución en la eficiencia de acoplamiento, sin cambios basales en 

la producción de OCR o ATP en cortes estríatales (Zhi et al., 2018). Sin embargo, 

una alteración en la energía del metabolismo del cerebro fue observada 

posteriormente al estrés psicológico tanto en animales WT como en PINK1-KO. 

Por lo tanto, este estudio sugiere que eventos altamente estresantes pueden 

afectar adversamente la producción de energía en el cerebro. 

Tanto el estrés psicológico como el envejecimiento contribuyen a la disminución 

de la producción de energía en el cerebro. La disminución de OXPHOS y la 

glicólisis pueden ser causadas por el envejecimiento debido a una reducción de la 

utilización de glucosa (disminución de la actividad glicolítica o del ciclo enzimático 

TCA) o una disminución en la utilización de glucosa en el cerebro, eventos 

patológicos que pueden contribuir a las neurodegeneración relacionada con la 

edad (Hoyer, 1982). Es por ello, que tanto el estrés psicológico y el envejecimiento 

pueden afectar la energía del metabolismo del cerebro y las rutas de respuesta 

antioxidante. Los datos bioenergéticos obtenidos sugieren que el estrés 

psicológico puede tener efectos detrimentales de largo periodo sobre la producción 

de energía del cerebro (Fig. 29, Fig. 30), lo cual puede representar un factor de 

riesgo que contribuye a la neuropatología en PD. 
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ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE BDNF Y PROTEÍNAS ANTIOXIDANTES  

Hipótesis: El estrés psicológico y la deficiencia de PINK1 altera la BDNF y las 

proteínas antioxidantes en el cerebro de rata. 

Objetivos: 

- Evaluar el efecto del estrés psicológico agudo y a largo plazo sobre la 

expresión de BDNF, expresión del contenido mitocondrial (TOM20), SOD1, 

SOD2, CAT, DJ-1 en cerebro de rata WT y PINK1-KO (en PFC, SN, 

Striatum y HC) usando ensayo WB. 

- Evaluar el efecto agudo del estrés psicológico sobre la expresión de TH en 

SN de ratas WT y PINK1-KO usando ensayo de inmunofluorescencia. 

Resultados y discusión: 

El estrés psicológico altera las enzimas antioxidantes (SOD1, SOD2, CAT), la 

expresión de BDNF y DJ-1 y el nivel de contenido mitocondrial (TOM20) en el PFC, 

cerebro medio, HC y striatum (Table 13).  

En ratas estresadas macho WT, se observó un incremento en SOD2 y disminución 

del DJ-1 así como la expresión de TOM20 en el PFC, disminución en la CAT, 

TOM20, BDNF maduro (mBDNF), y en la relación en la expresión de BDNF 

maduro e inmaduro (mBDNF/proBDNF) en el cerebro medio, disminución 

significativa de la expresión de TOM20 en striatum y algunos cambios modestos 

en el HC. Además, el cerebro medio de ratas macho PINK1-KO mostró reducción 

en la expresión de CAT, TOM20 and BDNF, de manera similar que las ratas WT 

psicológicamente estresadas (p ≤ 0.05). También, en el HC de las ratas macho 

PINK1-KO se observó un incremento significativo en los niveles de CAT, DJ-1 y 

BDNF (p ≤ 0.05). 

Las ratas hembras WT fueron menos afectadas por el estrés ya que se encontró 

que sólo la expresión de SOD2 disminuyó e incrementó la expresión de BDNF en 

PFC; también, disminuyó la expresión de SOD1 y SOD2 en striatum. Estos datos 
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son consistentes con los datos bioenergéticos (Fig. 25-28), donde las ratas hembra 

ya sean WT o PINK1-KO, fueron más resilientes a los cambios en respuesta al 

estrés comparadas con ratas macho. En animales PINK1-KO hembra, se observó 

una disminución del nivel de SOD2 y CAT en el PFC, una disminución en la 

expresión de DJ-1 en el HC y una disminución en el nivel de SOD1, SOD2 y BDNF 

en el striatum (p ≤ 0.05). Las hembras tuvieron rutas alternativas para modular el 

estrés siendo menos afectadas por el estrés psicológico, presumiblemente debido 

a los efectos neuroprotectores e inmunomodulatorios del estrógeno (Maggioli et 

al., 2016).  

Por otro lado, nuestros datos de WB no mostraron cambios significativos en el nivel 

de la mitocondria, factores neurotróficos y antioxidantes en el cerebro de ratas 

PINK1-KO estresadas, incluso si ellas mostraron discapacidad en la energía del 

metabolismo (Fig. 25-28), disfunción motriz (Fig. 23b) e incremento de la ansiedad 

(Fig. 23a). La deficiencia de PINK1 activa las rutas de señalización en otras 

regiones del cerebro que promueven la neurodegeneración en el SN. El HC mostró 

un incremento en los niveles cerebrales de CAT, DJ-1 and BDNF, 

presumiblemente como una respuesta al estrés oxidante inducido por la falta de 

PINK1 (Dagda et al., 2009; Das Banerjee et al., 2017; Ferris et al., 2018), y la cual 

puede llevar a cambios en la morfología neuronal incluyendo la retracción y la 

eventual pérdida de las redes dendríticas (Lakshminarasimhan and Chattarji, 

2012). 

 

Tabla 13. El estrés psicológico altera las proteínas antioxidantes, los niveles del BDNF en 
PFC, cerebro medio, HC y striatum en ratas machos y hembras WT and PINK1-KO después 
de 3 días de exposición a estrés (efecto agudo). Las hembras parecen ser menos afectadas por 
el estrés que los machos. Fueron analizados: superóxido dismutasa citosólica (SOD1), superóxido 
dismutasa mitocondrial (SOD2), catalasa (CAT), DJ-1, contenido mitocondrial (TOM20), factor 
neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) en forma madura (mBDNF) y la relación entre mBDNF y 
el precursor de BDNF (proBDNF), mBDNF/proBDNF. S- representa el grupo no estresado y S+ 
representa el grupo estresado. Datos obtenidos por WB y normalizados usando los grupos sin 
estrés (WT S-) como una unidad. n = 5 por grupo. Datos expresados como media ± SD. * p ≤ 0.05, 
** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001 comparados con WT S-, † p ≤ 0.05 comparados con PINK1-
KO S-, ANOVA de una vía con prueba de Fisher LSD.  
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Los cambios en la bioenergética de la PFC y de la SN inducidos por estrés 

pudieron ocurrir como una respuesta a la ruta antioxidante alterada y el nivel de 

señalización neurotrófica (BDNF) encontrado en diferentes regiones del cerebro 

(Tabla 13), lo cual puede inducir el proceso de neurodegeneración y por ende 

alterar el comportamiento y funciones motrices (Fig. 23). Más adelante, se 

hipotetizó que el estrés psicológico contribuye a la degeneración de neuronas de 

la SN. Se observó que la expresión de tirosina hidroxilasa (TH) en la SN no fue 

alterada en respuesta al estrés psicológico (Fig. 31), sugiriendo que el modelo de 

estrés psicológico usado en este estudio no induce la neurodegeneración. Por otro 

lado, las ratas PINK1-KO mostraron disminución significante en la expresión de TH 
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comparado con ratas WT (p ≤ 0.05), lo cual es consistente con el déficit motriz 

observado en ratas PINK1-KO no estresadas (Fig. 23c). 

 

Figura 31. Ensayo de inmunofluorescencia para la detección de la expresión de tirosina 
hidroxilasa (TH) en SN de machos (efecto agudo). Pérdida de neuronas dopaminérgicas en SN 
de ratas PINK1-KO, sin cambios en ratas WT. Ensayo de inmunofluorescencia para la detección de 
la expresión de TH en todas las áreas del SN de ratas macho (efecto agudo). n = 5 por grupo. Datos 
expresados como media de la relación entre la densidad integrada y el número total de células en 
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SN ± SEM. * p ≤ 0.05, ANOVA de una vía con prueba de Fisher´s LSD. SNC: substantia nigra pars 
compacta, SNR: substantia nigra pars reticulata, SNL: substantia nigra pars lateralis, abreviaciones 
después (Paxinos and Watson, 2007). Color rojo: grupos estresados; color azul: grupos no 
estresados. 

 

La reducción en la energía metabólica del cerebro (Fig. 25 y 26), el declive en el 

contenido mitocondrial, la expresión de proteínas antioxidantes alteradas, el bajo 

nivel de BDNF en el PFC y en el cerebro medio (Tabla 13), cambios inducidos por 

la exposición al estrés psicológico están relacionadas con la alteración de la 

función motriz y el comportamiento de ansiedad, como síntomas motrices de PD 

(Fig. 32).  

 

 

Figura 32. Resumen de figuras: El estrés puede inducir falla mitocondrial conduciendo a una 
fenocopia la enfermedad de Parkinson en ratas WT. El estrés psicológico induce la disfunción 
mitocondrial caracterizada por disminución de OCRs y ECARs en PFC, incremento de OCR en SN, 
cambio en la expresión de antioxidantes y BDNF, y disminución del contenido mitocondrial en 
ambas regiones. Esta lesión del cerebro lleva a una disfunción motriz y comportamiento de 
ansiedad. 

 

ANÁLISIS DE ENERGÍA DEL METABOLISMO EN PBMCS 

Hipótesis: El estrés psicológico y la falta de PINK1 altera la energía metabólica en 

PBMCs de ratas. 

Objetivos: 
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- evaluar el efecto agudo y a largo plazo del estrés psicológico sobre la 

energía metabólica (OXPHOS y glicólisis) de ratas WT y PINK1-KO usando 

el analizador de flujo extracelular Agilent Seahorse XF24e. 

Resultados and discusión: 

Se demostró que la falta de PINK1 induce la disfunción crónica del metabolismo 

mitocondrial en PBMCs e incrementa concomitantemente el requerimiento 

energético en respuesta al estrés psicológico. La presencia de PINK1 es 

indispensable para el mantenimiento de la homeostasis del metabolismo 

mitocondrial en PBMCs. 

PINK1-KO PBMCs mostraron un incremento significativo en la energía metabólica 

(OXPHOS y glicólisis), casi al doble comparado con células de ratas WT (Fig. 33), 

como se esperaría en una respuesta inmune robusta, la cual juega un rol 

importante en la patología de la PD (Kannarkat, Boss and Tansey, 2013). El 

incremento crónico de la energía metabólica de PBMCs puede estar asociado con 

la patogénesis de otras enfermedades como el incremento de consumo de oxígeno 

mitocondrial en PBMCs de pacientes con diabetes mellitus (Hartman et al., 2014). 

La ausencia de PINK1-KO aumenta el consumo de oxígeno no mitocondrial (p ≤ 

0.01), incremento de la respiración basal (p ≤ 0.0001), incremento de la respiración 

máxima (p ≤ 0.001), incremento en la salida de protones (p ≤ 0.05) y producción 

de ATP (p ≤ 0.0001), y un incremento significativo de la glicólisis basal comparada 

con WT PBMCs (p ≤ 0.001, Fig. 34). 
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Figura 33. a) OCR y b) ECAR para PBMCs de ratas PINK1-KO y WT hembras y macho no 
estresadas. Datos expresados como porcentaje promedio ± SEM; n = 14 por grupo. 
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Figura 34. Parámetros bioenergéticos de PBMCs de ratas PINK1-KO y WT hembra y macho 
estresadas y no estresadas. a) Consumo de oxígeno No-mitocondrial, b) Respiración Basal, c) 
Respiración máxima, d) Pérdida de H+ (Protón), e) Producción de ATP, f) Capacidad respiratoria 
g) Glicolisis Basal, h) Capacidad Glicolítica. Para el ensayo se usó: 1 µM Oligomicina, 1.5 µM FCCP, 
1 µM Antimicina, 100 nM Rotenona. Para grupos control (S-) n = 14 por grupo, para grupos 
estresados sacrificados en el día 3, el n = 10 por grupo, y en el día 10 el n = 4 por grupo. S− ratas 
no estresadas, S+ ratas estresadas. datos expresados como porcentaje promedio ± SEM; *p ≤ 0.05, 
**p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, ****p ≤ 0.0001, test t no pareado. 

 

Para conocer cuál ruta bioenergética (glicólisis o OXPHOS) es más impactada en 

PINK1-KO-PBMCs, se graficó la relación de OCRs para ECARs en estado basal 

(OCR/ECAR basal, Fig. 35a) y cuándo el MMP es abatido por la exposición a 
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FCCP (OCR/ECAR maximal, Fig. 35b), para cada cohorte y condición 

experimental. Se observó que PINK1-KO-PBMCs usan más energía de la 

OXPHOS (OCR/ECAR basal tiene valores mayores de 1) que de la glicólisis (Fig. 

35a). WT-PBMCs predominantemente usan ATP producido a través de la glicólisis 

como principal fuente de energía cuando el MMP es abatido (Fig. 35b), como se 

ha reportado en estudios previos (Macintyre and Rathmell, 2013; Cheng, Joosten 

and Netea, 2014), mientras que, PINK1-KO-PBMCs no mostraron cambios. Sin 

embargo, PINK1-KO-PBMCs de ratas estresadas tendieron a la glicólisis, aunque 

no significativamente (p = 0.07, Fig. 35). 

La disminución de la relación OCR/ECAR máxima (Fig. 35b) significa la preferencia 

de esas células para usar la glicólisis como principal productora de energía cuando 

el gradiente de protones está abatido y el MMP está alterado (causado por FCCP) 

esto puede ser atribuido a la particularidad de las propiedades metabólicas de esas 

células (O’Neill and Grahame Hardie, 2013). Estos datos están en concordancia 

con estudios previos donde, en fase aguda de una infección, la OXPHOS como 

fuente principal de ATP, usada por los PBMCs humanos en el estado basal de 

reposo, fue cambiada por glicólisis, como un mecanismo fisiológico de defensa 

(Cheng et al., 2016). La glicólisis es una marca en la respuesta inflamatoria, a pesar 

de ello, esto no ocurre en PINK1-KO-PBMCs (Fig. 35b), lo que quiere decir que la 

falta de PINK1 podría disminuir la capacidad del sistema inmune para proteger 

contra antígenos externos o estimulantes inflamatorios. Estos datos soportan 

estudios previos acerca de la implicación de PINK1 en la respuesta inmune 

(Matheoud et al., 2016; Zhou et al., 2019). 
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Figura 35. OCR/ECAR de WT y PINK1-KO PBMCs. a) OCR/ECAR Basal y b) OCR/ECAR 
maximal en ratas PINK1-KO y WT PBMCs hembras y macho. Datos expresados como porcentaje 
promedio de unidades arbitrarias (a.u.) ± SEM. Para grupos control (S-) n = 14 por grupo, para 
grupos sacrificados en el día 3 el n = 10 por grupo, y en el día 10 el n = 4 por grupo. *p ≤ 0.05, **p 
≤ 0.01, test t no pareado. 

 

Las ratas PINK1-KO exhibieron deficiencias motrices severas y 

neurodegeneración después de 8 meses de edad (Dave et al., 2014). Como no 

fueron encontrados cambios en la energía del metabolismo del cerebro en ratas 

KO jóvenes (ver ensayos de energía del metabolismo del cerebro), el incremento 

del metabolismo encontrado en PINK1-KO-PBMCs podría ser un marcador 

temprano para patologías incluida la neurodegeneración. 

 

ANÁLISIS DE PROTEÍNAS ANTIOXIDANTES EN PBMCS  

Hipótesis: El estrés psicológico y la ausencia de PINK1 altera la expresión de 

proteínas antioxidantes en PBMCs. 

Objetivos: 
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- Evaluar el efecto del estrés psicológico agudo y a largo plazo sobre la 

expresión de DJ1, SOD1 y SOD2, contenido mitocondrial (TOM20) y 

expresión de BDNF de ratas WT y PINK1-KO usando ensayo WB. 

Resultados y discusión: 

Los resultados del ensayo metabólico fueron fortalecidos por los datos de WB, los 

cuales mostraron que la eficiencia mitocondrial de PBMCs en estrés está 

relacionada con PINK1. 7 días posteriores a la exposición al estrés, las células 

PINK1-KO mostraron un incremento en el contenido mitocondrial (incremento de 

la expresión de TOM20, p ≤ 0.01, Fig. 36a) e incremento de la capacidad 

antioxidante (incremento de la expresión de SOD2 y DJ-1, p ≤ 0.05, Fig. 36b y Fig. 

36d), sin embargo, la principal fuente de energía para las células PINK1-KO fue 

cambiado a la glicólisis, significando que el estrés psicológico indujó la disminución 

de la eficiencia mitocondrial como una consecuencia de la pérdida de PINK1. De 

manera similar, las WT-PBMCs mostraron disminución significativa en contenido 

mitocondrial y expresión de SOD2 (p ≤ 0.001, Fig. 36). A pesar de eso, no se 

observaron cambios en la energía metabólica de las células WT (Fig. 35). El hecho 

de que la energía metabólica en WT-PBMCs no fue afectada por el estrés muestra 

que la falta de PINK1 hace a las células que tengan una mayor sensibilidad al 

estrés oxidante. 

Dado que BDNF ha sido propuesto como modulador de OXPHOS y de leucocitos, 

la menor eficiencia bioenergética observada en las PINK1-KO PBMCs podría estar 

asociada con el bajo nivel de BDNF (p ≤ 0.01, Fig. 37). Asimismo, se encontró un 

bajo nivel de BDNF en el cerebro medio de ratas PINK1-KO jóvenes que mostraron 

disfunción motriz y ansiedad. Esto confirma que BDNF del plasma puede ser un 

importante biomarcador en la supervisión de neuropatologías. 
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Figura 36. Parámetros antioxidantes (DJ-1, SOD1 y SOD2), contenido mitocondrial (TOM20) 
en PBMCs de ratas PINK1-KO y WT hembras y machos. a) Nivel de TOM20; b) Nivel de DJ-1; 
c) Nivel de SOD1; d) Nivel de SOD2. Datos de WB fueron normalizados usando WT S- como grupo 
control. Para grupos control (S-) n = 14 por grupo, para grupos estresados sacrificados en el día 3 
el n = 9 por grupo, y en el día 10 el n = 4 por grupo. S− ratas no estresadas, S+ ratas estresadas. 
datos expresados como la media ± SEM; *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, ****p ≤ 0.0001, test t 
no pareado. 
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Figura 37. Nivel de mBDNF en PBMCs de ratas PINK1-KO y WT hembras y macho 
sacrificadas en el día 3. Datos de WB fueron normalizados usando WT S- como grupo control. S− 
ratas no estresadas, S+ ratas estresadas. N=9 por grupo. Datos expresados como la media ± SEM; 
*p ≤ 0.01, test t no pareado. 

 

La implicación de PINK1 en la neurodegeneración ha sido fuertemente descrita, 

sin embargo, aún no está claro el rol de esta proteína en otro tipo de células. El 

presente estudio mostró que PINK1 juega un rol crucial en el metabolismo 

mitocondrial de las PBMCs en estado de reposo, pero también en situaciones con 

un incremento de la demanda energética. Inesperadamente, la falta de PINK1 

determinó un incremento significativo en la energía metabólica en PBMCs, usando 

como fuente de ATP tanto de OXPHOS como de glicólisis. Consideramos que 

estudios futuros pueden proponer esta proteína como un marcador importante para 

la prognosis o diagnóstico temprano de enfermedades neurodegenerativas.  

 

DAÑO DE DNA EN PBMCs 

Hipótesis: El estrés psicológico induce a daño de DNA en PBMCs de ratas. 

Objetivos: 
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- Evaluar el efecto del estrés psicológico sobre el DNA de PBMCs usando el 

ensayo cometa. 

Resultados y discusión: 

El estrés psicológico induce daño oxidante de proteínas y lípidos en células 

inmunes, como se demostró en el estudio del perfil bioquímico usando la técnica 

de FTIR con fuente sincrotrón, e incluso de ADN como fue previamente publicado 

de nuestro grupo de trabajo (Vargas-Caraveo et al., 2014). Usando el ensayo 

cometa, se mostró que 5 días de exposición a estrés inducen daño de ADN severo 

en PBMCs. Se observó un incremento significativo en la longitud de la cola y el 

momento de la cola en PBMCs de ratas estresadas (Fig. 38). Sin embargo, más 

sujetos por grupo son necesarios para completar el ensayo y sostener una 

conclusión definitiva. 

 

 

Figura 38. Daño de DNA en PBMCs inducido por estrés psicológico. Usando el ensayo cometa 
se observó que PBMCs de ratas estresadas mostraron un aumento en la a) longitud de la cola b) 
el momento de la cola. La longitud de la cola representa la longitud de la migración del DNA (µm) y 
el momento de la cola representa el producto de la longitud de la cola y el porcentaje del DNA total 
en la cola. S− ratas no estresadas, S+ ratas estresadas. Datos expresados como media ± SEM; 
****p ≤ 0.0001; t-test. n = 2 ratas por grupo, 100 células por rata. 
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EFECTOS DEL ESTRÉS EN VIDA TEMPRANA SOBRE EL CICLO CELULAR Y 

MITOCONDRIA ACTIVA DE PBMCs 

Hipótesis: El estrés en vida temprana altera el ciclo celular e induce la activación 

crónica de mitocondria en PBMCs de rata. 

Objetivos: 

- Evaluar el efecto de estrés en vida temprana sobre el ciclo de PBMCs 

usando citometría de flujo. 

- Evaluar el efecto de estrés en vida temprana sobre la actividad mitocondrial 

en PBMCs de rata usando citometría de flujo. 

Resultados y discusión: 

A edades tempranas, los sistemas nervioso e inmune se encuentran aún 

inmaduros, y cualquier estresor puede impactar en el desarrollo del cerebro y 

causar efectos negativos de larga duración (Hensch, 2005). La separación materna 

aguda y crónica (MatSep) a edades tempranas está asociada con alteraciones 

morfológicas y fisiológicas en las estructuras cerebrales de varios mamíferos (Huot 

et al., 2002; Andersen and Teicher, 2004; Mirescu, Peters and Gould, 2004; 

Fabricius, Wörtwein and Pakkenberg, 2008). El presente estudio mostró que la 

MatSep induce alteraciones a largo plazo en la respuesta inmune.  

El grupo de adolescentes MatSep mostró disminución en la población celular con 

DNA dañado, las células apoptoticas (disminución de Sub G0/G1, p = 0.07) 

probablemente causado por la alta capacidad de esas células para proliferar 

(incremento de G2/M, p = 0.06) (Fig. 39a). Sin embargo, la población en Sub 

G0/G1 incrementó en la etapa adulta (Fig. 39b, p ≤ 0.05) y no mostró cambios en 

ratas adultas mayores (Fig. 39c). Adicionalmente, las PBMCs de ratas adultas 

mayores no estresadas fueron menos afectadas por el estrés inducido in vitro por 

la exposición a H2O2 comparado con el grupo MatSep, mostrando un daño mayor 

a 1 mM H2O2: aumento de Sub G0/G1 (p ≤ 0.01) y disminución de G2/M (p ≤ 0.05). 
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El grupo MatSep respondió de igual manera a la exposición a 0.2 mM y a 1 mM de 

H2O2: incremento de subG0/G1 (p ≤ 0.0001), disminución de S (p ≤ 0.05) y 

disminución de G2/M (p ≤ 0.01) (Fig. 39d).  
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Figura 39. Efectos de MatSep sobre el ciclo de las PBMCs. Porcentajes de aislamiento de 
núcleos de PBMCs en cada ciclo celular de a) adolescentes, b) adultos y c) adultos mayores. d) 
porcentajes de núcleos de PBMCs aislados expuestos a H2O2 en cada fase del ciclo celular del 
grupo de adultos mayores para control o MatSep. Sub G0/G1 representa las células hipodiploides 
asociadas con una población celular apoptótica. G0/G1 representa las células diploides, en la fase 
S están representadas las células hiperdiploides y en la fase G2/M están mostradas las poblaciones 
de células tetraploides. Los valores representan los porcentajes promedios ± SEM, n = 3-5 por 
grupo. Datos analizados por test t no pareado, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001. 

 

Además, se investigó la posible implicación de la mitocondria en el mecanismo de 

la respuesta inmune por medio de la identificación de la mitocondria activa usando 

MitoTracker™ Red CMXRos, un colorante catiónico fluorescente que es sensible 

a MMP (Pendergrass, Wolf and Pool, 2004). El estrés en vida temprana induce un 

incremento crónico del metabolismo mitocondrial en PBMCs mostrando un 

incremento de la población celular con alta fluorescencia de MitoTracker en ratas 

adolescentes (p ≤ 0.01) y adultas (p ≤ 0.05), pero no se encontraron cambios en 

ratas adultas mayores (Fig. 40). Sin embargo, las ratas adultas mayores mostraron 

una disminución fisiológica de la mitocondria activa en PBMCs comparada con las 

ratas jóvenes y no hubo cambios significativos en este nivel cuándo las células 

fueron estresadas in vitro (datos no mostrados). Estos datos sugieren que el estrés 

en vida temprana induce un incremento crónico en la demanda de energía en 

PBMCs, un resultado que concuerda con los cambios encontrados en el perfil del 

ciclo celular en ratas adolescentes y adultas. Nuestros resultados concuerdan con 

estudios previos donde se encontró un incremento de la actividad mitocondrial y la 

demanda de energía en PBMCs, un incremento del número de PBMCs e 

incremento de los biomarcadores inflamatorios y producción de ROS en suero de 

humanos adultos expuestos a maltrato durante la niñez (Danese et al., 2007; 

Boecka et al., 2016).   
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Figura 40. Efectos de MatSep sobre actividad mitocondrial de PBMCs. Porcentajes de PBMCs 
con alta fluorescencia de MitoTracker de adolescentes, adultos y adultos mayores para ratas 
MatSep y control. Los valores representan el porcentaje promedio ± SEM, n = 3-5 por grupo. los 
datos fueron analizados por test t no pareado, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. 

 

Estudios previos mostraron que el estrés en vida temprana determina 

consecuencias a largo plazo sobre el desarrollo del eje HPA (Schmidt, 2010), 

neuroinflamación (Gracia-Rubio et al., 2016), incremento crónico de marcadores 

inflamatorios en suero (Danese et al., 2007; Boecka et al., 2016) y cambios 

permanentes en la señalización neuroinmune y en el potencial adaptativo a nuevas 

experiencias (Brenhouse, Danese and Grassi-Oliveira, 2018). En el presente 

estudio, esos efectos a largo plazo del estrés sobre el sistema inmune fueron 

asociados con posibles modificaciones epigenéticas inducidas por estrés oxidativo, 

lo que significa que la exposición a otro evento estresante puede inducir un nuevo 

estado de reactividad inmunológica.  
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EFECTO DE PIRACETAM EN EXPERIMENTOS IN VIVO  

Comportamiento  

Hipótesis: El Piracetam disminuye la ansiedad inducida por estrés psicológico en 

ratas hembra y macho. 

Objetivos: 

-  Evaluar el efecto del Piracetam sobre el comportamiento de ratas 

expuestas a estrés psicológico usando la prueba de evitamiento de olor por 

ocultamiento. 

- Evaluar el efecto de Piracetam sobre la ansiedad en ratas estresadas en la 

prueba del laberinto en cruz elevado. 

- Evaluar el efecto del estrés y Piracetam sobre los niveles de corticosterona 

en plasma. 

Resultados y discusión 

El estrés psicológico y los 9 días de tratamiento con Piracetam cambiaron el 

comportamiento de las ratas. En la Fig. 41 están representados 4 de los 

comportamientos más comunes observados en los 5 días de la aplicación de la 

prueba de evitamiento de olor por ocultamiento, presentados como el gasto de 

tiempo completo en la posición específica: tiempo invertido en la parte obscura de 

la caja (tiempo de escondimiento), tiempo de exploración en la parte abierta de la 

caja experimental (tiempo de exploración), tiempo invertido en la entrada de la 

parte oculta (tiempo con la cabeza afuera) y tiempo de examinación de la pieza de 

algodón impregnada (o no) con olor a gato (tiempo de aproximación). 

Se observó que las ratas estresadas (S+P-) invirtieron significativamente más 

tiempo escondiéndose que las no estresadas (S-P-), p ≤ 0.0001, este último grupo 

mostró una tendencia de aumento en el tiempo de esconderse a partir del tercer 

día, teniendo un máximo en el cuarto día. Por otro lado, S-P+ fue el grupo que 

invirtió menos tiempo escondiéndose a lo largo de todos los días de 
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experimentación. El grupo S+P+ tuvo un tiempo de escondimiento similar que S+P-

, excepto en el quinto día donde S+P+ mostró una tendencia a gastar menos 

tiempo escondiéndose que S+P- (p = 0.23) (Fig. 41a). 

S+P- fue el grupo que invirtió menos tiempo en exploración (p ≤ 0.02, comparado 

con S-P-), lo que significa que las ratas están reconociendo el estímulo. El 

Piracetam incrementó el tiempo de exploración después del tercer día en S-P+ y 

en ratas estresadas (S+P+) tiende a rescatar el tiempo de exploración en el 5º día 

(p = 0.3, comparado con S+P-) (Fig. 41b). 

Además, S+P- mostró un incremento significativo en el tiempo invertido en la 

posición con la cabeza afuera, comparado con todos los grupos del quinto día (p ≤ 

0.02, comparado con S-P-) (Fig. 41c). 

El tiempo de aproximación confirma de nuevo que las ratas reconocieron el 

estímulo. Los grupos S+P- and S+P+ se aproximaron a la pieza de tela solo por 

pocos segundos. Sin embargo, los grupos S-P- and S-P+ se aproximaron a la tela 

en cada una de las 5 sesiones e incluso interactuaron con ella (p ≤ 0.0001, S-P- vs 

S+P-) (Fig. 41d).  

Los cambios en el comportamiento se vieron reflejados en el nivel de 

corticosterona en plasma. Esta hormona incrementó en situación de estrés, pero 

también en ratas no estresadas tratadas con Piracetam, aunque no fue significativo 

(Fig. 42). 
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Figura 41. Análisis de comportamiento durante 5 días de estrés. Las ratas fueron expuestas a 
olor a gato como estresor por 5 días consecutivos y tratadas con 600 mg/kg de Piracetam por 9 
días. a) Tiempo invertido en la parte oculta de la caja (escondimiento); b) Tiempo de exploración en 
la parte abierta de la caja experimental (exploración); c) Tiempo invertido en la entrada de la parte 
oculta de la caja (cabeza afuera); d) Tiempo de examinación de la pieza de algodón impregnada (o 
no) con olor a gato (aproximación). S−P− ratas no expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; 
S−P+ ratas no expuestas a estrés, pero con tratamiento con Piracetam; S+P− ratas expuestas a 
estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ ratas expuestas a estrés y tratadas con Piracetam. n = 
6–7 por grupo. Puntajes en promedio ± SEM.  
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Figura 42. Nivel de corticosterona en plasma. La concentración de corticosterona en plasma fue 
medida en el día 9 del experimento. S−P− ratas no expuestas a estrés sin tratamiento con 
Piracetam; S−P+ ratas no expuestas a estrés, pero con tratamiento con Piracetam; S+P− ratas 
expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ ratas expuestas a estrés y tratadas con 
Piracetam. n = 5-6 por grupo. Cada caja muestra el valor del percentil 50th, las líneas horizontales 
es el valor de la media y las barras indican los valores máximo y mínimo. 

 

Posteriormente, la prueba del laberinto en cruz elevado fue usada para evaluar el 

comportamiento de ansiedad inducida por estrés (Fig. 43). En esta prueba, entre 

menos ansiedad tiene el animal más tiempo gasta explorando en el brazo abierto 

o escalando con la cabeza hacia abajo (Pellow et al., 1985). Las ratas estresadas 

invirtieron menos tiempo en los brazos abiertos comparadas con las no estresadas 

(p = 0.007, Fig. 43a). El Piracetam incrementó significativamente este 

comportamiento en ratas estresadas (p = 0.002, vs S+P-). Incluso, las ratas 

estresadas escalaron con la cabeza hacia abajo menos que las no estresadas y el 

Piracetam incrementó significativamente este tiempo (p ≤ 0.05, Fig. 43b). 
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Figura 43. Efecto del estrés y Piracetam sobre el comportamiento de ansiedad usando la 
prueba del laberinto en cruz elevado. a) tiempo invertido en el brazo abierto; b) número de 
bajadas de la cabeza. S−P− ratas no expuestas a estrés y sin tratamiento con Piracetam; S−P+ 
ratas no expuestas a estrés, pero con tratamiento con Piracetam; S+P− ratas expuestas a estrés 
sin tratamiento con Piracetam; S+P+ ratas expuestas a estrés y tratadas con Piracetam. n = 5-6 por 
grupo. Cada caja muestra el valor del percentil 50th, las líneas horizontales es el valor de la media 
y las barras indican los valores máximo y mínimo. *p ≤ 0.05 

 

Las ratas expuestas al olor a gato reconocieron el estímulo y mostraron 

importantes respuestas defensivas: mayor ocultamiento y menos exploración, 

incremento en la posición con la cabeza afuera y menos tiempo de latencia en la 

aproximación para oler la tela con olor a gato.  
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La reacción inicial continúa a lo largo de todos los días del experimento y culmina 

con comportamientos significantes de ansiedad. Las ratas estresadas tratadas con 

Piracetam reducen el miedo y los comportamientos de ansiedad, como han 

mostrado estudios previos que usaron este fármaco para mejorar el tiempo de 

latencia de transferencia de las ratas en la prueba del laberinto en cruz elevado 

(Gupta et al., 2009; Kosta et al., 2012; Muley et al., 2012). Sin embargo, el grupo 

S-P+ se mostró más activo que el S-P-, observación que no es consistente con 

estudios previos (Gupta et al., 2009; Kosta et al., 2012).  

Se estudió también el efecto del Piracetam con solo 6 días de administración (del 

día uno al día 6), como se presentó en el estudio 4, y se compararon los 

comportamientos de hembras y machos. Se observó que los machos no 

estresados exploran más que las hembras, pero las hembras exhibieron niveles 

más altos de comportamiento defensivo invertido mayor tiempo con la posición de 

la cabeza afuera. Al igual que en el estudio 3, en estrés, todos los animales 

exploraron menos, se esconden más tiempo y casi no tocan la pieza de tela (Fig. 

44). Por otra parte, el Piracetam no tiene efecto sobre ratas estresadas, pero 

induce a un comportamiento defensivo en ratas no estresadas en el día 5, igual 

como se observó en la Fig. 41. Se piensa que los efectos positivos significativos 

de este fármaco pueden ser obtenidos después de al menos 9 días de 

administración. 
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Figura 44. Diferencias conductuales en la respuesta al olor a gato asociadas al sexo. Fueron 
analizados en hembras (a-c) y en machos (d-f) el tiempo invertido en la parte obscura de la caja 
(ocultamiento), el tiempo de exploración en la parte abierta de la caja experimental (exploración), el 
tiempo invertido en la entrada de la caja (cabeza afuera) y el tiempo de examinación de la pieza de 
algodón impregnada (o no) con olor a gato (aproximación). S−P− ratas no expuestas a estrés y sin 
tratamiento con Piracetam; S−P+ ratas no expuestas a estrés, pero con tratamiento con Piracetam; 
S+P− ratas expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ ratas expuestas a estrés y 
tratadas con Piracetam. Datos son la media. n = 3-4 machos por grupo y 6-7 hembras por grupo. 
Se presentan los promedios aritméticos y errores estándar asociados. 

 

Actividad de SOD Total y GST en PFC, HC, tálamo e hipotálamo en ratas hembra 

y macho 

Hipótesis: El Piracetam mejora la actividad de SOD y GST en PFC, HC, tálamo e 

hipotálamo de ratas estresadas. 

Objetivos: 

- Evaluar el efecto de Piracetam sobre la actividad SOD y GST en PFC, HC, 

tálamo e hipotálamo de ratas estresadas hembra y macho. 

Resultados and discusión: 

Seis días de tratamiento con Piracetam no fueron suficientes para cambiar la 

ansiedad inducida por los cinco días de estrés (Fig. 44). Sin embargo, se 

presupone que el estrés oxidante en el cerebro inducido por estrés psicológico 

puede ser atenuado por este fármaco. Para esto, se analizó la actividad de SOD 

total y GST, dos de las enzimas antioxidantes más comunes en PFC, HC, tálamo 

e hipotálamo de ratas hembra y macho. Se encontraron resultados interesantes en 

este nivel, sin embargo, no fueron significativos. En PFC y HC, el estrés incrementó 

la actividad de la GST en machos. También, la actividad GST disminuyó en el 

tálamo tanto en ratas macho como en hembras, pero incrementó en el hipotálamo 

de machos (tabla 14 y 15). El Piracetam no mostró efectos a este nivel. 
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Tabla 14. Actividad de SOD total y GST en cerebro de hembras (corteza prefrontal, 
hipocampo, tálamo, hipotálamo). Las ratas fueron expuestas por 5 días a estrés y el Piracetam 
fue administrado por 6 días (estudio 4). S−P− ratas no expuestas a estrés y sin tratamiento con 
Piracetam; S−P+ ratas no expuestas a estrés, pero con tratamiento con Piracetam; S+P− ratas 
expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ ratas expuestas a estrés y tratadas con 
Piracetam. Datos son la media. n = 6-7 por grupo. Datos en media ± SD; ANOVA de una vía, LSD 
de Fisher. 

 
Corteza 

prefrontal 
Hipocampo Tálamo Hipotálamo 

Actividad de SOD total (U/mg proteína) 

S-P- 278.47 ± 94.81 288.72 ± 83.8 325.74 ± 44.97 368.49 ± 154.50 

S-P+ 270.38 ± 121.03 312.03 ± 81.56 319.98 ± 84.3 368.48 ± 88.95 

S+P- 257.72 ± 110.19 184.36 ± 146.64 349.15 ± 96.89 368.25 ± 147.39 

S+P+ 316.48 ± 212.71 281.36 ± 83.38 296.38 ± 103.86 327.22 ± 121.89 

Actividad de GST (U/mg proteína) 

S-P- 25.78 ± 9.03  27.79 ± 4.46 17.4 ± 4.85 21.3 ± 15.99 

S-P+ 21.84 ± 6.13 29.92 ± 9.81 16.53 ± 6.36 38.46 ± 25.14 

S+P- 27.78 ± 11.1 27.76 ± 5.6 12.04 ± 8.71 21.09 ± 12.79 

S+P+ 24.63 ± 7.74 31.11 ± 5.2 10.98 ± 9.23 19.55 ± 17.36 

 

Tabla 15. Actividad de SOD total y GST en cerebro de machos (corteza prefrontal, hipocampo, 
tálamo, hipotálamo). Las ratas fueron expuestas por 5 días a estrés y el Piracetam fue 
administrado por 6 días (estudio 4). S−P− ratas no expuestas a estrés y sin tratamiento con 
Piracetam; S−P+ ratas no expuestas a estrés, pero con tratamiento con Piracetam; S+P− ratas 
expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ ratas expuestas a estrés y tratadas con 
Piracetam. Datos son la media. n = 3-4 por grupo. Datos en media ± SD; ANOVA de una vía, LSD 
de Fisher. 

 
Corteza 

prefrontal 
Hipocampo Tálamo Hipotálamo 

Actividad de SOD total (U/mg proteína) 

S-P- 320.9 ± 136.34 371.07 ± 155.4 409.93 ± 18.21 357.62 ± 126.41 

S-P+ 
347.67 ± 
158.14 

345.09 ± 101.81 289.52 ± 86.98  259.92 ± 124.49 

S+P- 
384.95 ± 
201.88 

376.86 ± 99.72 305.39 ± 92.35 409.35 ± 153.97 

S+P+ 277.02 ± 71.94 264.93 ± 84.77 281.64 ± 47.42 342.41 ± 83.12 
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Actividad de GST (U/mg proteína) 

S-P- 17.51 ± 2.07  22.15 ± 2.39 14.07 ± 4.51 12.49 ± 9.58 

S-P+ 24.33 ± 5.21 25.88 ± 6.27 9.52 ± 4 9.25 ± 9.17 

S+P- 23.18 ± 4.81 27.4 ± 7.41 9.78 ± 7.05 22.8 ± 5.7 

S+P+ 23.03 ± 2.84 29.56 ± 3.3 14.37 ± 2.18 27.86 ± 1.12 

 

Peso corporal y parámetros bioquímicos en sangre de ratas hembra y macho  

Hipótesis: El Piracetam protege el peso corporal y los parámetros bioquímicos en 

sangre alterados por el estrés. 

Objetivos: 

- Evaluar el efecto de Piracetam sobre el peso corporal y los parámetros 

bioquímicos en ratas estresadas hembra y macho. 

- Evaluar el efecto del estrés y Piracetam sobre el peso de glándulas 

adrenales en ratas estresadas hembra y macho. 

Resultados and discusión: 

Se analizó el peso corporal y los parámetros bioquímicos en sangre de ratas 

hembra y macho expuestas durante 5 días a estrés y tratadas con Piracetam por 

6 días (Estudio 4). 

Los machos estresados tuvieron una pérdida de peso significativa (p ≤ 0.05), sin 

embargo, las hembras estresadas tendieron a ganar peso (Fig. 45) y el Piracetam 

no tuvo ningún efecto. Estos datos se encuentran en concordancia con los 

parámetros bioquímicos en sangre, dónde, en estrés las hembras mostraron 

disminuciones del nivel de glucosa y triglicéridos, pero los machos exhibieron un 

incremento de ambos (Tabla 16 y 17). Estudios previos han mostrado que la 

sensación de hambre es controlada por el nivel de glucosa en la sangre y la 

actividad de la insulina y esto está directamente conectado con los cambios en el 
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peso corporal (Sprague and Arbeláez, 2011). El Piracetam regula la glucosa en 

sangre en el estrés, tanto en machos como en hembras, a pesar de eso, los 

animales no estresados mostraron niveles alterados cuando fueron tratados con 

este fármaco (Table 16 and 17). De hecho, estudios previos mostraron que el 

Piracetam cambia los niveles de glucosa en diferentes modelos experimentales 

(Abdel-Salam et al., 2011; Abdel-Salam, Salem and El-shamarka, 2013; Pandey 

and Garabadu, 2016). 

 

 

Figura 45. Cambios de peso corporal inducido por la exposición a 5 días de estrés y 6 días 
de tratamiento con Piracetam. S−P− ratas no expuestas a estrés y sin tratamiento con Piracetam; 
S−P+ ratas no expuestas a estrés, pero con tratamiento con Piracetam; S+P− ratas expuestas a 
estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ ratas expuestas a estrés y tratadas con Piracetam. 
Datos son la media. n = 3-4 machos por grupo y 6-7 hembras por grupo. Datos en medias ± SEM; 
ANOVA de una vía, LSD de Fisher; * p ≤ 0.05. 

 

Además, se encontraron ligeros cambios en los parámetros funcionales de hígado 

y riñones. Sin embargo, no fueron significativos, la bilirrubina directa e indirecta fue 

disminuida, y el aspartato aminotransferasa (AST) y la alanina aminotransferasa 

(ALT) fueron incrementadas en animales estresados y el Piracetam tendió a 

recuperar esos niveles. Además, el estrés alteró ligeramente la función renal y el 

Piracetam actúa especialmente en hembras donde el grupo S+P+ mostró una 
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disminución significativa de urea, creatinina y nitrógeno de urea en sangre (BUN), 

S-P+ mostró disminución significativa de niveles de creatinina (Tabla 16 and 17). 

 

Tabla 16. Parámetros bioquímicos en sangre en hembras. Las ratas fueron expuestas durante 
5 días a estrés y el Piracetam fue administrado por 6 días (estudio 4). S−P− ratas no expuestas a 
estrés y sin tratamiento con Piracetam; S−P+ ratas no expuestas a estrés, pero con tratamiento con 
Piracetam; S+P− ratas expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ ratas expuestas a 
estrés y tratadas con Piracetam. Datos son la media. n= 6-7 hembras por grupo. Datos en medias 
± SEM; ANOVA de una vía, LSD de Fisher; * p ≤ 0.05. comparado con S-P-; † p ≤ 0.05 comparado 
con S+P-; ‡ p ≤ 0.09 c comparado con S+P-. Química de suero sanguíneo fue estudiada usando 
un analizador clínico Beckman Coulter AU480 (Olympus Life Science). 

 

 S-P- S-P+ S+P- S+P+ 

Glucosa (mmol/L) 
14.49 ± 2.43 10.41 ± 4.59 * 10.67 ± 1.7 * 14.14 ± 3.71 ‡ 

Triglicéridos 
(mmol/L) 1.19 ± 0.27 1.27 ± 0.69 0.88 ± 0.09  1.26 ± 0.63 

Colesterol (mmol/L) 
1.68 ± 0.27 1.68 ± 0.2 1.62 ± 0.16 1.65 ± 0.32 

FUNCIÓN de 
HÍGADO  

    

Bilirrubina directa 
(umol/L) 0.46 ± 0.25 0.35 ± 0.13 0.32 ± 0.13 0.4 ± 0.16 

Bilirrubina indirecta 
(umol/L) 1.27 ± 0.58 0.73 ± 0.37 0.94 ± 0.62 0.65 ± 0.51 

Bilirrubina total 
(umol/L) 1.73 ± 0.66 1.25 ± 0.44 1.3 ± 0.51 1.2 ± 0.84 

AST (U/L) 
50.4 ± 5.93 51.77 ± 8.39 57.36 ± 19.05 53.13 ± 9.06 

ALT (U/L) 
34.17 ± 7.22 33.07 ± 3.44 34.24 ± 7.67 34.96 ± 6.6 

Albumina (g/L) 
36.47 ± 1.72 36.04 ± 1.51 35.73 ± 2.57 35.78 ± 2.37 

Proteína total (g/dL) 
65.17 ± 8.43 64.43 ± 10.09 62.03 ± 9.53 63.86 ± 11.21 

FUNCIÓN de 
RIÑONES 

    

Urea (mmol/L) 
5.46 ± 0.86 5.68 ± 1.12 5.8 ± 0.89 4.63 ± 0.65 † 

Creatinina (umol/L) 
24.71 ± 3.65 19.24 ± 5.06 * 22.9 ± 5.37 21.67 ± 4.96 

BUN (mmol/L) 
2.59 ± 0.37 2.64 ± 0.54 2.71 ± 0.42 2.16 ± 0.3 † 

aspartate aminotransferase (AST); alanine aminotransferase (ALT), blood urea nitrogen (BUN) 
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Table 17. Parámetros bioquímicos en sangre en machos. Las ratas fueron expuestas durante 5 
días a estrés y el Piracetam fue administrado por 6 días (estudio 4). S−P− Ratas ya sea expuestas 
o no a estrés con tratamiento con Piracetam; S−P+ ratas no expuestas a estrés, pero con 
tratamiento con Piracetam; S+P− ratas expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ 
ratas expuestas a estrés y tratadas con Piracetam. Datos son la media. n= 3-4 machos por grupo. 
Datos en medias ± SEM; ANOVA de una vía, LSD de Fisher´; * p ≤ 0.05. comparado con S-P-; † p 
≤ 0.05 comparado con S+P-; ‡ p ≤ 0.09 c comparado con S+P-. Química de suero sanguíneo fue 
estudiada usando un analizador clínico Beckman Coulter AU480 (Olympus Life Science). 

 S-P- S-P+ S+P- S+P+ 

Glucosa (mmol/L) 
11.58 ± 2.21 15.68 ± 1.44 * 15.2 ± 4.3 13.26 ± 1.29 

Triglicéridos 
(mmol/L) 0.88 ± 0.21 1.07 ± 0.11 1.13 ± 0.47 1.34 ± 0.09 

Colesterol (mmol/L) 
1.59 ± 0.39 1.49 ± 0.26 1.57 ± 0.34 1.64 ± 0.33 

FUNCIÓN de 
HÍGADO  

    

Bilirrubina directa 
(umol/L) 0.35 ± 0.07 0.45 ± 0.35 0.4 ± 0.14 0.45 ± 0.07 

Bilirrubina indirecta 
(umol/L) 1.47 ± 0.28 1.41 ± 0.01 0.675 ± 0.18 1.95 ± 0.45 

Bilirrubina total 
(umol/L) 1.7 ± 0.57 1.77 ± 0.29 1.03 ± 0.46 2.1 ± 0.5 

AST (U/L) 
49.5 ± 4.42 62.87 ± 30.34 57.03 ± 11 46.83 ± 2.9 

ALT (U/L) 
37.43 ± 7.43 54 ± 25.58 48.38 ± 11.32 34.93 ± 2.01 

Albumina (g/L) 
34.99 ± 1.17 34.28 ± 1.95 34.82 ± 1.06 34.49 ± 1.21 

Proteína total (g/dL) 
56.68 ± 6.43 54.23 ± 7.41 62.45 ± 3.83 64.73 ± 4.56 

FUNCIÓN de 
RIÑONES 

    

Urea (mmol/L) 
7.23 ± 2.12 6.05 ± 1.14 5.88 ± 0.44 5.38 ± 0.68 

Creatinina (umol/L) 
25.55 ± 1.28 29.13 ± 15.33 27.28 ± 9.79 24.6 ± 11.97 

BUN (mmol/L) 
3.38 ± 0.99 2.82 ± 0.53 2.75 ± 0.2 2.51 ± 0.32 

aspartate aminotransferase (AST); alanine aminotransferase (ALT), blood urea nitrogen (BUN) 

 

También, se midió el peso adrenal en todos los grupos experimentales. El estrés y 

el Piracetam no afectaron a este nivel, sin embargo, se observó que las glándulas 

adrenales de hembras son casi dos veces más pesadas comparadas con las de 

los machos (Fig. 46).  
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Figura 46. Peso de glándulas adrenales. Las ratas fueron expuestas durante 5 días a estrés y el 
Piracetam fue administrado por 6 días (estudio 4). S−P− ratas no expuestas a estrés y sin 
tratamiento con Piracetam; S−P+ ratas no expuestas a estrés, pero con tratamiento con Piracetam; 
S+P− ratas expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ ratas expuestas a estrés y 
tratadas con Piracetam. Datos en medias ± SEM. n= 3-4 machos por grupo y 6-7 hembras por 
grupo. 

 

Actividad de SOD, CAT, GST, GR y GPx en hígado de hembras 

Hipótesis: El Piracetam mejora la actividad SOD, CAT, GST, GR y GPx en hígado 

de ratas hembra estresadas. 

Objetivos: 

- Evaluar el efecto de Piracetam sobre la actividad de SOD, CAT, GST, GR y 

GPx en hígado de ratas hembra estresadas. 

Resultados and discusión 

Se observó que el estrés y el Piracetam cambian ligeramente la bioquímica de la 

sangre relacionada con las funciones hepáticas (Tabla 16 y 17). Posteriormente, 

se analizó la actividad enzimática de SOD, CAT, GST, GR y GPx en el hígado de 

ratas hembra. Se observó que el estrés disminuyó significativamente la actividad 
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de la GR e incrementó la actividad de la GPx (p ≤ 0.05) y el Piracetam no tuvo 

efecto alguno. Por otra parte, este fármaco parece actuar sobre la función de la 

CAT disminuyendo su actividad en los dos grupos S-P+ y S+P+ (Tabla 18).  

 

Tabla 18. Actividad de enzimas antioxidantes en hígado de hembras. Las ratas fueron 
expuestas durante 5 días a estrés y el Piracetam fue administrado por 6 días (estudio 4). S−P− 
ratas no expuestas a estrés y sin tratamiento con Piracetam; S−P+ ratas no expuestas a estrés, 
pero con tratamiento con Piracetam; S+P− ratas expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; 
S+P+ ratas expuestas a estrés y tratadas con Piracetam. Datos en medias ± SEM; Datos son la 
media. n= 6-7 hembras por grupo.; * p ≤ 0.05 comparado con S-P-, ‡ p ≤ 0.09 comparado con S+P-
. 

U/mg tejido húmedo S-P- S-P+ S+P- S+P+ 

SOD total 3305 ± 438.5 3326 ± 164.4 3228 ± 159.4 3379 ± 488.7 

SOD1 2236 ± 446.6 2356 ± 178.1 2169 ± 306.9 2238 ± 633.9 

SOD2 1068.5 ± 179.6 970.3 ± 132 1059 ± 184.6 1140 ± 150.4 

CAT 2.22 ± 0.48 * 108 1.68 ± 0.23 * 108 * 2.29 ± 0.6 * 108 1.82 ± 0.36 * 108 ‡ 

GST 223.6 ± 19.4 219.5 ± 18.79 227.3 ± 14.87 230.9 ± 20.34 

GR 3.62 ± 1.09 3.22 ± 1.15 2.44 ± 0.51 * 3.1 ± 0.73 

GPx 4898 ± 1085 5998 ± 1744 9517 ± 4029 * 8195 ± 3389 

 

Espectro FTIR de PBMCs 

Hipótesis: El Piracetam protege los lípidos y las proteínas ante el estrés oxidante 

en las PBMCs de ratas hembra estresadas.  

Objetivos 

- Evaluar el efecto del estrés y Piracetam sobre los lípidos y perfil proteico de 

PBMCs ratas hembra estresadas usando microFTIR. 

Resultados and discusión 
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Usando tecnología sincrotrón basada en microespectroscopía con transformada 

de Fourier (SR-µFTIR), el presente estudio provee información valiosa sobre el 

efecto del estrés y Piracetam en las PBMCs de ratas expuestas a estrés 

psicológico crónico.  

Los resultados de SR-µFTIR mostraron que el miedo y la ansiedad (Fig. 41-43) 

son reflejados por la alta peroxidación lipídica y daño en la estructura de las 

proteínas en PBMCs, lo que significa que una ruta por la cual el estrés psicológico 

puede estar relacionado con desórdenes clínicos es el efecto que este tienen sobre 

las células. 

Solos o combinados, el Piracetam y el estrés cambian el perfil bioquímico de las 

PBMCs (Fig. 47). 
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Figura 47. Efecto del estrés y Piracetam sobre el espectrograma de FTIR de la PBMCs. a) SR-
μFTIR espectro con segunda derivada en la región 2980–2830 cm−1; b) SR-μFTIR espectro con 
segunda derivada en la región 1700–1500 cm−1. S−P− PBMCs de ratas no expuestas a estrés y sin 
Piracetam; S−P+ PBMCs de ratas no expuestas a estrés pero tratadas con Piracetam; S+P− 
PBMCs de ratas expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ PBMCs de ratas 
expuestas a estrés y tratadas con Piracetam. Las líneas sólidas son el promedio de 42 espectros 
de dos mapas, líneas punteadas son el promedio ± SEM; n = 3 por grupo. 

 

Región de lípidos (3050 cm-1 - 2800 cm-1) 

El espectro de la segunda derivada SR-µFTIR en la región de lípidos (3050 cm-1 - 

2800 cm-1) mostró 3 bandas fuertes cercanas a 2852 cm-1 (asignadas a vibraciones 

de estiramientos de ʋsCH2 simétricos de lípidos), 2923 cm-1 (asignado a 
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vibraciones de estiramiento de ʋasCH2 asimétrico de lípidos) y 2962 cm-1 (asignado 

a vibraciones de estiramiento de ʋasCH3 asimétrico de lípidos y proteínas). S-P- 

tuvo un incremento de la intensidad de bandas en 2852 cm-1 y 2923 cm-1 

comparado con los otros grupos experimentales, especialmente con S+P- (p ≤ 

0.0001), el cual tuvo la absorción más débil. S+P+ mostró un incremento en la 

absorción de las bandas 2852 and 2923 cm-1 comparado con S+P- (p ≤ 0.0001, 

Fig. 47b). Sin embargo, S-P+ mostró una menor absorción que S-P- en esas 

bandas (p = 0.002). 

PCA fue usada para estudiar la variación entre el espectro de segunda derivada 

SR-µFTIR de la región de lípidos. PC1 y PC2 explicaron juntos el 97 % de la 

variación de los datos (Fig. 48a). S-P- y S+P- formaron dos regiones separadas. 

S+P+ tuvo una menor variación con los grupos no estresados (S-P- y S-P+) y S-

P+ mostró menor variación con los grupos estresados (S+P- and S+P+). Se obtuvo 

una separación relativa de los grupos experimentales y las diferencias entre ellos 

se encontraron principalmente por el PC2 (8 %). La carga del PC2 (Fig. 48b) indica 

que la variación entre los tratamientos es debida a varias bandas como 3010 cm-1 

(asignada a doble enlace cis C=C-H de lípidos insaturados), 2923 cm-1 (asignada 

a vibraciones de estiramiento de ʋasCH2) y 2852 cm-1 (asignada a las vibraciones 

de estiramiento de lípidos de ʋsCH2). Debido a que los datos están en forma de 

segunda derivada, mientras más negativos son, los valores son mayores (Fig. 

48b). Bajo condiciones sin estrés (S-P- and S-P+) se mostró un incremento en la 

absorción de aquellas tres bandas donde PC2 es positivo. Los grupos estresados 

son caracterizados por una disminución importante en aquellas bandas, las cuales 

representan una disminución significativa de lípidos poliinsaturados (Klementieva 

et al., 2014; Demir et al., 2015). 
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Figura 48. PCA en la región de lípidos. a) Curvas de puntuación de PC1 y PC2; b) Curvas de 
carga de PC1 y PC2. S−P− PBMCs de ratas no expuestas a estrés y sin Piracetam; S−P+ PBMCs 
de ratas no expuestas a estrés, pero tratadas con Piracetam; S+P− PBMCs de ratas expuestas a 
estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ PBMCs de ratas expuestas a estrés y tratadas con 
Piracetam. Datos de 42 espectros provenientes de dos mapas por rata; n = 3 por grupo. 

 

Potenciales artefactos experimentales en el análisis SR-µFTIR fueron disminuidos 

usando varias relaciones de intensidades de bandas en el análisis de datos. Estas 

relaciones ofrecen información valiosa sobre la composición bioquímica y 
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estructura de las células (Klementieva et al., 2014; Demir et al., 2015). El grado de 

saturación de lípidos fue calculado usando la relación 2923 cm-1/2962 cm-1 

(ʋasCH2/ʋasCH3, Fig. 49a) y 2852 cm-1/2962 cm-1 (ʋsCH2/ʋasCH3, Fig. 49b). Esas 

dos relaciones fueron disminuidas en S+P- comparado con S-P- (p ≤ 0.001), pero 

en S+P+ se encontró un incremento de ambas (p ≤ 0.001, comparado con S+P-), 

casi al mismo nivel como en condiciones sin estrés. También, se encontró una leve 

disminución de estas relaciones en S-P+ comparado con S-P- (p ≤ 0.06), lo cual 

puede ser explicado por una condición de estrés inducido por el Piracetam en este 

grupo. Ya que la relación ʋasCH2/ʋasCH3 es también un indicador de la longitud de 

la cadena de ácidos grasos (Demir et al., 2015), es posible que el estrés cause un 

acortamiento de los lípidos en PBMCs. 
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Figura 49. Relaciones de lípidos y proteínas en PBMCs. a) Ratio ʋasCH2/ʋasCH3 (2923 cm-

1/2962 cm-1); b) Ratio ʋsCH2/ʋasCH3 (2852 cm-1/2962 cm-1); c) Ratio cis ʋC_C\\H/(ʋasCH2 + 

ʋasCH2) (3010 cm-1/(2923 cm-1 + 2852 cm-1)); d) Ratio (ʋasCH2 + ʋasCH2)/(ʋC_O+ ʋNH) ((2923 

cm-1 +2852 cm-1)/(1654 cm-1 +1544 cm-1). S−P− PBMCs de ratas no expuestas a estrés y sin 

Piracetam; S−P+ PBMCs de ratas no expuestas a estrés, pero tratadas con Piracetam; S+P− 
PBMCs de ratas expuestas a estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ PBMCs de ratas 
expuestas a estrés y tratadas con Piracetam. Datos de 42 espectros provenientes de dos mapas 
por rata; n = 3 por grupo. Cada caja muestra el valor del percentil 50, la línea horizontal es el valor 
medio y las barras indican los valores máximo y mínimo. **p ≤ 0.001. 

 

La insaturación de lípidos (Fig. 49c) fue calculada usando la relación 3010 cm-1/ 

(2923 cm-1 + 2852 cm-1) (cis ʋC=C-H/(ʋasCH2 + ʋasCH2), dónde 3010 cm-1 

representa los lípidos insaturados y 2923 cm-1 + 2852 cm-1 representa los lípidos 

saturados (también considerados como lípidos totales). Este estudio revela una 

reducción significante de esta relación en S+P- comparada con S-P- (p ≤ 0.001), 

lo que significa que las células en estrés están significativamente perdiendo lípidos 

insaturados. El Piracetam, en estrés, inhibe este daño (p ≤ 0.001, comparado con 

S+P-) e incluso S-P+ muestra un incremento importante de lípidos insaturados (p 

≤ 0.001, comparado con S-P-). 

La oxidación lipídica es un parámetro importante en el análisis del daño oxidante 

de las células, el cual puede ser estudiado por la medición de la pérdida de ácidos 

grasos insaturados o por la cuantificación de los productos de peroxidación (Ayala, 

Muñoz and Argüelles, 2014). Varios estudios han encontrado un incremento en los 

dobles enlaces HC=CH (en 3012 cm-1) en células expuestas a radiación (Cakmak 

et al., 2011; Demir et al., 2015), plaquetas en pacientes con diabetes (Liu, Bose 

and Mantsch, 2002), tejido cerebral de ratas estresadas (Türker-Kaya et al., 2016), 

o en espectro de placa amiloide de cerebro humano con enfermedad de Alzheimer 

(Klementieva et al., 2014). Los autores han asociado el incremento en la absorción 

de enlaces oleofinícos con el incremento de los productos de peroxidación lipídica, 

los cuales son ricos en dobles enlaces de carbono (malondialdehido, dienos 

conjugados, hidroperoxidos) (Ayala, Muñoz and Argüelles, 2014). Sin embargo, la 

banda cercana a 3012 cm-1 es característica de cis HC=CH de cadenas 
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poliinsaturadas acil y peroxidación, en eritrocitos mostrando una disminución 

significante de esta banda (Moore, Sills and Mendelsohn, 1995). Por otra parte, 

una disminución de este pico fue obtenido en tejido cerebral de un modelo de rata 

con enfermedad de Huntington (Bonda et al., 2011) y en tejido de corazón de ratas 

diabéticas (Severcan, 2003). Una disminución de la intensidad de bandas 

oleofínicas de HC=CH indica una disminución en el contenido de lípidos 

insaturados en las membranas celulares. En el presente estudio el estrés 

psicológico crónico induce una disminución en la cuantificación de enlaces 

oleofínicos (cis HC=CH) de lípidos poliinsaturados y el Piracetam inhibe este 

proceso. 

Los cambios en la cantidad de la composición lipídica y proteica en las células 

fueron obtenidos por el cálculo de la relación lípidos/proteínas totales (Fig. 49d). El 

contenido de lípidos totales fue obtenido sumando la intensidad de las bandas de 

absorción de ʋsCH2 (cercano a 2852 cm-1) con ʋasCH2 (cercano a 2923 cm-1). Las 

proteínas totales representan la suma entre la intensidad de las bandas de 

absorción de amida I (banda máxima cercana a 1654 cm-1) y amida II (banda 

máxima cercana a 1544 cm-1). S+P- mostró una relación lípido/proteína menor que 

S-P- (p ≤ 0.001), lo que significa, que en estrés, los lípidos totales son disminuidos 

o las proteínas totales incrementadas, lo que puede dar lugar a un metabolismo 

alterado (Cakmak et al., 2011). El Piracetam en estrés impide este daño (p ≤ 0.001, 

S+P+ vs S+P-) pero por sí mismo, en condiciones sin estrés, disminuye esta 

relación (p ≤ 0.001, S-P+ vs S-P-). La disminución de la relación lípido/proteína 

también fue inducida por efectos tóxicos de herbicidas (Dakhakhni, Raouf and 

Qusti, 2016) o por radiaciones ionizantes (Cakmak et al., 2011) en cultivos de 

células de rata. 

Región de proteínas (1700 cm-1 - 1500 cm-1)  

El espectro SR-µFTIR en segunda derivada en la región de proteínas (1700 cm-1 - 

1500 cm-1) mostró dos bandas fuertes cercanas a 1654 cm-1 (asignada a amida I 
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causada por vibración de proteínas ʋC=O y ʋCN o estructuras β-sheet) y cercanas 

a 1544 cm-1 (asignadas a amida II causadas por vibración de proteínas δNH y ʋCN 

o estructuras de α-hélice). La banda amida II no cambia en estrés. Sin embargo, 

ambos grupos estresados (S+P- and S+P+) mostraron una mayor absorción de la 

banda de amida I que los grupos no estresados (p ≤ 0.0001, Fig. 47a). S-P+ tuvo 

la absorción más débil de ambas bandas entre todos los grupos (p ≤ 0.0001).  

PCA del espectro SR-µFTIR en segunda derivada en la región de proteínas mostró 

PC1 y PC2 los cuales explicaron juntos el 94 % de la variación de los datos (Fig. 

50a). S-P- y S+P- formaron regiones separadas y sus puntajes están distribuidos 

en partes negativas y positivas, respectivamente, de PC2 (14 %). S+P+ está 

distribuido en la región de S+P-, y S-P+ incluye tanto los grupos estresados como 

no estresados. La variación entre los tratamientos es debida a varias bandas 

mostradas en los gráficos de carga de PC2: 1710 - 1690 cm-1 (asignado al 

estiramiento del éster –C=O de lípidos de las estructuras de proteínas hoja β 

antiparalela), 1654 cm-1 (asignada a estructuras hoja β paralelas) y 1610 cm-

1,asignada al desdoblamiento de proteínas desnaturalizadas o agregadas 

(Jackson and Mantsch, 1995; Miller, Bourassa and Smith, 2013). S-P+, S+P- y 

S+P+ mostraron incremento de absorción en esas tres bandas (Fig. 48b). 
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Figura 50. PCA en región de proteínas. a) Curvas de puntuación de PC1 y PC2; b) Curvas de 
carga de PC1 y PC2. S−P− PBMCs de ratas no expuestas a estrés y sin Piracetam; S−P+ PBMCs 
de ratas no expuestas a estrés, pero tratadas con Piracetam; S+P− PBMCs de ratas expuestas a 
estrés sin tratamiento con Piracetam; S+P+ PBMCs de ratas expuestas a estrés y tratadas con 
Piracetam. Datos de 42 espectros provenientes de dos mapas por rata; n = 3 por grupo. 

 

Las proteínas fueron también alteradas por el estrés y el Piracetam. Las 

alteraciones espectrales de proteínas están asociadas con diferentes 

enfermedades como aterosclerosis, epilepsia, enfermedad de Alzheimer o PD 
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(Tidy et al., 2016). El incremento en las bandas de absorción cercanas a 1610 cm-

1 y cercanas a 1690 cm-1 son características de patologías con desdoblamiento de 

proteínas en muestras preparadas en solución acuosa (Purcell and Susi, 1984; 

Tidy et al., 2016). PCA de la región de proteínas del presente estudio muestra un 

incremento en aquellas bandas en grupos estresados lo que significa que el estrés 

psicológico puede inducir la desnaturalización de proteínas o agregación anormal 

en PBMCs. Además, el Piracetam no tiene efectos en el estrés sobre proteínas, 

pero las altera en condiciones sin estrés. S-P+ mostró una menor expresión de 

proteínas que todos los grupos y casi la misma distribución en el PCA como en los 

grupos estresados. Estudios previos mostraron que este fármaco parece estar 

implicado en el metabolismo de proteínas específicas (Pilch and Muller, 1988; 

Copani et al., 1992; Gupta et al., 2014) y en la expresión de proteínas totales en 

hígado y cerebro (Platt, Hering and Hering, 1973).  

 

Expresión de proteínas antioxidantes y actividad en PBMCs 

Hipótesis: El Piracetam mejora la expresión de SOD1 and DJ1 y la actividad de 

SOD total y GST en PBMCs de ratas estresadas hembra y macho  

Objetivos: 

- Evaluar el efecto de Piracetam en la expresión de SOD1 y DJ1 en PBMCs 

de ratas estresadas hembra y macho. 

- Evaluar el efecto de Piracetam en la actividad de SOD total y GST en 

PBMCs de ratas estresadas hembra y macho. 

Resultados y discusión: 

Fue analizada la expresión de SOD1 y DJ-1 y la actividad de SOD total y GST en 

PBMCs en ratas macho y hembra (Tabla 19). El resultado más destacado de estos 

ensayos es la disminución significativa de la expresión de DJ-1 en ratas hembra 

estresadas (p ≤ 0.01) y Piracetam la protegió ante este daño (p ≤ 0.05).  
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Tabla 19. Proteínas antioxidantes en PBMCs de ratas hembra y macho. n = 6-7 por grupo de 
hembras y n= 3-4 por grupo de machos. Datos en promedio ± SD; test t; ** p ≤ 0.01 comparado con 
S-P-, † p ≤ 0.05 comparado con S+P- 

 S-P- S-P+ S+P- S+P+ 

HEMBRAS     

Expresión de SOD1 
(a.u.) 0.31 ± 0.07 0.33 ± 0.19 0.43 ± 0.13 0.43 ± 0.16 

Expresión de DJ1 
(a.u.) 0.66 ± 0.16 0.78 ± 0.14 0.38 ± 0.16 ** 0.61 ± 0.14 † 

Actividad de SOD 
total (U/mg 
proteína) 98.25 ± 55.66 43.1 ± 39.48 41.11 ± 37.93 57.13 ± 30.73 

Actividad de GST 
(U/mg proteína) 6.52 ± 1.63 7.28 ± 1.83 6.27 ± 2.45 6.69 ± 3.15 

MACHOS     

Expresión de SOD1 
(a.u.) 0.55 ± 0.28 0.55 ± 0.2 0.68 ± 0.13 0.68 ± 0.38 

Expresión de DJ1 
(a.u.) 0.8 ± 0.24 0.97 ± 0.38 0.98 ± 0.22 0.71 ± 0.18 

Actividad de SOD 
total (U/mg 
proteína) 51.06 ± 45.86 91.72 ± 82.48 191.28 ± 189.56 125.19 ± 69.11 

Actividad de GST 
(U/mg proteína) 5.79 ± 2.53 6.69 ± 2.35 8.68 ± 5.95 8.2 ± 1.8 

 

En conclusión, los experimentos de Piracetam in vivo tienen efectos protectores en 

ratas estresadas psicológicamente, como se muestra en la Tabla 20, sin embargo, 

el efecto de este fármaco mostró ser dependiente del tiempo de tratamiento debido 

a que los resultados más importantes fueron obtenidos después de 9 días de 

administración sobre el comportamiento y el perfil de lípidos y proteínas de PBMCs 

en estrés. Por otra parte, los efectos inesperados de este fármaco, cuando los 

animales no fueron expuestos a estrés, conducen a dudas acerca de la seguridad 

de su uso. Posteriormente, se llevaron a cabo algunos estudios in vitro usando 

cultivos primarios de neuronas para entender mejor el mecanismo de acción del 

Piracetam. 
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Tabla 20. Resumen de resultados de experimentos in vivo acerca del efecto de Piracetam en 
el manejo del estrés. 
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EFECTO DEL PIRACETAM EN ENSAYOS IN VITRO  

Hipótesis: El Piracetam mejora la función mitocondrial en cultivos primarios de 

neuronas expuestas al estrés. 

Objetivos  

- Establecer la concentración de H2O2 que disminuye la viabilidad celular 

alrededor de 50 %. 

- Evaluar el efecto de Piracetam sobre la energía del metabolismo 

(fosforilación oxidativa y glicólisis) en neuronas primarias estresadas. 

- Evaluar el efecto de Piracetam sobre la expresión de proteínas 

antioxidantes (DJ1, SOD1, SOD2), contenido mitocondrial (TOM20) y 

expresión del factor neurotrófico (BDNF) en neuronas primarias estresadas. 

Resultados y discusión 

El Piracetam es un nootrópico usado en el tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas y lesiones cerebrales como neuroprotector y 

neuroestimulador. Este fármaco actúa como protector de la membrana celular, 

especialmente en la mitocondria, y estimula el metabolismo de la glucosa y el 

consumo de oxígeno en la presencia de estrés oxidativo, pero algunos estudios 

muestran resultados contradictorios acerca de su eficiencia y seguridad. En este 

estudio se mostró que el Piracetam disminuye la ansiedad e inhibe la peroxidación 

lipídica en PBMCs de ratas estresadas psicológicamente. Sin embargo, leve 

comportamiento ansioso, incremento de lípidos insaturados y agregación anormal 

de proteínas fueron observadas en PBMCs de ratas no estresadas tratadas con 

este fármaco. 

En el presente estudio se evaluó el efecto del Piracetam (tratamiento con 0.5 mM 

y 1 mM por 24 h) sobre la bioenergética de neuronas corticales primarias 

estresadas in vitro (1 h de exposición a 1 mM H2O2) usando un analizador de flujo 
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extracelular (Fig. 9). Además, fueron cuantificadas las proteínas antioxidantes 

(SOD1, SOD2 and DJ-1) y la expresión de BDNF. 

Ensayo AlamarBlue® en neuronas primarias tratadas con H2O2 

Para crear el mismo perfil que se observó en el cerebro de ratas estresadas, se 

estableció una concentración apropiada de H2O2 para alcanzar una viabilidad de 

neuronas de alrededor del 50 % después de 1 h de estrés usando el ensayo 

AlamarBlue®. Los cultivos de neuronas primarias en placas de 96 pozos fueron 

tratados con 0 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 500 µM, 1 mM, 10 mM, 100 mM de H2O2 

y fueron medidos espectrofotométricamente después de 1 h, 6 h, 18 h y 24 h. Se 

observó que 1 mM de H2O2 fue suficiente para obtener alrededor de 50 % de 

neuronas viables después de 1 h de incubación, y este número permaneció 

constante en las siguientes horas (Fig. 51). 

 

Figura 51. Viabilidad de neuronas primarias tratadas con diferentes concentraciones de H2O2 
(0 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 500 µM 1 mM, 10 mM, 100 mM) después de 1 h, 6 h, 18 h y 24 h de 
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incubación at 37 C, 5 % de CO2. 25 000 células por pozo fueron cultivadas en placas de 96 pozos. 
Datos en promedio ± SEM de tres ensayos diferentes. 

 

Ensayo metabólico extracelular en neuronas primarias  

Las neuronas primarias fueron cultivadas en microplacas de cultivo de 24 pozos 

Seahorse XF24 y fueron incubadas por 24 h con 0.5 mM y 1 mM de Piracetam. La 

energía del metabolismo disminuyó solo alrededor de 25 % después de la 

exposición por 1 h a 1 mM de H2O2 (Fig. 52 and 53). Los datos de OCR fueron 

normalizados al contenido de proteínas (usando el ensayo de Bradford) y el 

contenido mitocondrial (representado por la cuantificación de TOM20 usando 

ensayos WB), y los datos de ECAR fueron normalizados al contenido de proteínas.  
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Figura 52. a) OCRs y b) ECARs en células neuronales primarias estresadas. Se llevaron a cabo 
4 diferentes ensayos, en cada ensayo fueron analizados de 4 a 5 pozos por grupo. 70 000 células 
por pozo fueron cultivadas en una placa de 24 pozos Seahorse XF24. Datos en promedio ± SEM. 
Los datos de OCR fueron normalizados al contenido de proteínas y contenido mitocondrial y los 
datos de ECAR fueron normalizados al contenido de proteínas. Color rojo: grupos estresados; color 
azul: grupos no estresados.  

 

Solo el consumo de oxígeno no mitocondrial y la producción de ATP disminuyeron 

significativamente por efecto del H2O2. La glicólisis basal y la capacidad glicolítica 

fueron disminuidas, aunque no significativas. El Piracetam incrementó la 

respiración basal, la producción de ATP y el consumo de oxígeno no mitocondrial 

en células estresadas y no tuvo efecto sobre la glicólisis. También, el Piracetam no 

mostró efecto sobre las células no estresadas (Fig. 53). 

Por otro lado, se calculó la relación entre OCR y ECAR en condiciones basales 

(OCR/ECAR basal) y después que fue agregado el FCCP (OCR/ECAR maximal). 

Se observó que las células en ambas situaciones están usando como combustible 

de manera similar la OXPHOS y la glicólisis, en una relación de aproximadamente 

igual, y esto no se vio afectado por el estrés. Sin embargo, las células estresadas 

tratadas con Piracetam usaron energía en mayor medida de la OXPHOS que de 

la glicólisis, mostrando que este fármaco mejora la actividad mitocondrial en la 

presencia de estrés oxidativo. No fueron observados cambios en células no 

estresadas y tratadas con Piracetam a este nivel (Fig. 53). Nuestros resultados 

confirman estudios previos in vitro e in vivo en células neuronales estresadas 

donde el Piracetam las protegió contra la oxidación por medio del incremento de la 

producción de ATP (Keil et al., 2006; Kurz et al., 2010; Kim et al., 2017b) y MMP 

(Keil et al., 2006; Kurz et al., 2010; Singh, Goswami, Swarnkar, Singh, et al., 2011; 

Solanki et al., 2011; Costa et al., 2013; Gupta et al., 2014; Kim et al., 2017b; 

Tripathi, Paliwal and Krishnamurthy, 2017a) y disminución de la producción de 

ROS (Singh, Goswami, Swarnkar, Singh, et al., 2011; Solanki et al., 2011; Gupta 

et al., 2014; Kim et al., 2017b). 
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Aunado a ello, la poca respuesta de las células al estrés y al Piracetam puede ser 

causada por diferentes factores como la dosis de fármaco, el tiempo de exposición 

de la célula al fármaco o al estrés, la disponibilidad intracelular del fármaco o la 

salud de la célula, los cuales pueden ser evaluados en futuros experimentos. 
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Figura 53. Parámetros bioenergéticos de neuronas primarias estresadas y tratadas con 
Piracetam. a) Consumo de oxígeno No-mitocondrial, b) Respiración Basal, c) Respiración máxima, 
d) Pérdida de H+ (Protón), e) Producción de ATP, f) Capacidad respiratoria g) Glicolisis Basal, h) 
Capacidad Glicolítica, i) OCR/ECAR basal, j) OCR/ECAR max. Para el ensayo se usó: 1 µM 
Oligomicina, 1.5 µM FCCP, 1 µM Antimicina, 100 nM Rotenona. Fueron realizados 4 ensayos 
diferentes y en cada ensayo fueron analizados de 4 a 5 pozos por grupo. 70 000 células por pozo 
fueron cultivadas en placas de 24 pozos Seahorse XF24. Los datos son expresados como 
porcentajes promedio ± SEM. Los datos OCR fueron normalizados al contenido de proteínas y 
contenido mitocondrial y los datos de ECAR fueron normalizados al contenido de proteínas. *p ≤ 
0.05, **p ≤ 0.01, ANOVA de una vía. color rojo: grupos estresados; color azul: grupos no estresados.  

 

BDNF y expresión de proteínas antioxidantes en neuronas primarias  

El Piracetam interactúa con las cabezas polares de fosfolípidos de las membranas 

celulares, cambia la organización de lípidos y recupera la fluidez de la membrana 

afectada por el estrés oxidante (Peuvot et al., 1995). Esta función convierte al 

Piracetam como un importante antioxidante para la célula y su alta afinidad por 

receptores de glutamato motivan su uso para la mejora física, cognitiva y de la 

memoria (Corazza et al., 2014). Previos estudios han mostrado resultados 

contradictorios sobre la eficiencia de este fármaco en células neuronales 

expuestas a estrés oxidativo. En estrés, el Piracetam incrementa la expresión de 

SOD, CAT y GST (O. Abdel-Salam and Nada, 2011; Solanki et al., 2011; Mamchur 

et al., 2015; Swathi et al., 2015; Abdel-Salam and Hamdy, 2016; Unger and 
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Himasaila, 2016), no tiene efecto (Abdel-Salam et al., 2011; Abdel-Salam, Salem 

and El-shamarka, 2013; Muley et al., 2013) o las disminuye (Keil et al., 2006). 

Incluso, no ha mostrado efectos sobre GSH (Abdel-Salam et al., 2011; Zaitone, 

Abo-elmatty and Elshazly, 2012; Abdel-Salam, Salem and El-shamarka, 2013; 

Muley et al., 2013) o lo disminuye (Abdel-Salam et al., 2011; Kalkan et al., 2011; 

Solanki et al., 2011; Abdel-Salam and Hamdy, 2016). MDA fue incrementado por 

el Piracetam en estrés (Abdel-Salam et al., 2011; Abdel-Salam, Salem and El-

shamarka, 2013), no fue cambiado (Zaitone, Abo-elmatty and Elshazly, 2012; 

Muley et al., 2013) o fue disminuido (Mamchur et al., 2015; Verma et al., 2015; 

Abdel-Salam and Hamdy, 2016; Unger and Himasaila, 2016; Tripathi, Paliwal and 

Krishnamurthy, 2017b).  

En el presente estudio, inesperadamente, los datos de WB muestran ligeros 

cambios en la expresión de SOD1, SOD2, DJ1, TOM20 and BDNF (Fig. 54 y 55). 

El estrés induce incremento significativo sólo en DJ-1 y la expresión de BDNF 

maduro. Además, la expresión de SOD1 and SOD2 incrementa en estrés, aunque 

no significativamente. El Piracetam no tuvo un efecto importante a este nivel. 

De manera interesante, el Piracetam disminuyó el contenido mitocondrial 

(disminución de la expresión de TOM20) en estrés significando que este fármaco 

disminuye la necesidad de energía lo cual puede ser causado por una disminución 

de la producción de ROS. 
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Figura 54. Imagen representativa de bandas WB para todas las proteínas estudiadas en 
cultivos celulares primarios. 700 000 células por pozo fueron cultivadas en placas de 6 pozos. 
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Figura 55. Nivel de expresión de a) DJ-1, b) TOM20, c) SOD1, d) SOD2 y e) BDNF maduro en 
las neuronas primarias estresadas y tratadas con Piracetam. Se llevaron a cabo 6 diferentes 
ensayos, en cada ensayo 3 réplicas por grupo en diferentes placas de cultivo de 6 pozos. 700 000 
células por pozo fueron cultivadas en placas de 6 pozos. Datos expresados como promedio ± SEM; 
*p ≤ 0.05, ANOVA de una vía. Color rojo: grupos estresados; color azul: grupos no estresados.  
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El presente estudio mostró la eficiencia del Piracetam en estimular la actividad 

mitocondrial en neuronas primarias estresadas con H2O2, pero no se observaron 

cambios en la expresión de proteínas antioxidantes. Futuros estudios de largos 

periodos in vitro e in vivo son necesarios para entender el mecanismo de acción 

de este fármaco. 
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CONCLUSIONES 

 

En el presente estudio se evaluaron los cambios inducidos por el estrés psicológico 

en sistemas nervioso e inmune que llevan una fenocopia de la PD. Se enfocó en 

la bioenergética y defensa antioxidante en cerebro y PBMCs, comportamiento y 

función motriz. 

Los datos presentados sugieren que el estrés psicológico lleva a la alteración de 

la producción de energía (OXPHOS y glicólisis) en el PFC y SN, modifica la 

respuesta antioxidante y la señalización neurotrófica y disminuye el contenido 

mitocondrial, patología celular que está asociada con el envejecimiento y 

enfermedades neurodegenerativas (Poewe et al., 2017).  

Por otro lado, el estrés psicológico induce ansiedad y deficiencias motrices de 

manera similar en la PD, en ausencia de la degeneración de neuronas 

dopaminérgicas en SN. Esta neuropatología está asociada con alteración en la 

respuesta inmune: activación crónica de PBMCs, daño oxidante de lípidos y de 

ADN, estrés oxidante y agregación de proteínas. 

Adicionalmente, el estrés psicológico y la disfunción mitocondrial inducidas por la 

ausencia de PINK1, exacerban los síntomas de PD. Estudios previos mostraron 

que la ausencia de PINK1 afecta la estructura y la función mitocondrial, e induce 

estrés oxidante en las neuronas (Das Banerjee et al., 2017). El presente estudio 

resalta la importancia de esta proteína en la sobrevivencia y funcionalidad de las 

neuronas dopaminérgicas. Incluso, se muestra que PINK1 desarrolla un rol crítico 

en la respuesta inmune en estado de reposo, pero también en estrés, datos que 

garantizan futuros estudios para analizar su rol potencial en la modulación de la 

reactividad del sistema neuroinmune.  

Por otra parte, los hallazgos de la presente investigación tienen importantes 

implicaciones en la investigación futura acerca de la relación entre el estrés 
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psicológico, el comportamiento, las neuropatologías y PBMCs. Los datos 

reportados en este trabajo proveen pistas sobre el uso de PBMCs como marcador 

para la alteración de la homeostasis cerebral inducida por estrés emocional. 

Además, este trabajo recomienda el estudio de biomarcadores en sangre (como 

BDNF, PINK1 y DJ1) para conectar el daño oxidante de la periferia con la 

progresión de neuropatologías. 
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