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RESUMEN 

La enfermedad de Parkinson idiopática, considerado el segundo trastorno 
neurodegenerativo más común, se trata de una enfermedad multifactorial asociada a la 
edad. La neuropatología incluye la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la substantia 
nigra, produciendo un déficit de dopamina que causa los síntomas motores de la 
enfermedad. La hipótesis de los Orígenes en el Desarrollo de la Salud y la Enfermedad sugiere 
que la exposición a determinados factores ambientales durante etapas tempranas del 
desarrollo actúa como factor de riesgo para padecer enfermedades en la vejez. En base a 
ello, la exposición a tóxicos mitocondriales durante la neurogénesis dopaminérgica podría 
predisponer al desarrollo de la enfermedad de Parkinson, dada la importancia de la 
mitocondria en el establecimiento de circuitos neuronales. La toxicidad mitocondrial se ha 
establecido como uno de los efectos secundarios derivados de los nucleósidos inhibidores 
de la transcriptasa reversa, empleados en la terapia antirretroviral combinada administrada 
a pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana. Dicha terapia se recomienda pautar 
durante el embarazo para evitar la transmisión vertical del virus, de modo que los fetos están 
expuestos durante el desarrollo cerebral. 

Con el objetivo de evaluar los efectos de esta clase de fármacos sobre la neurogénesis, 
se administró el antirretroviral azidotimidina durante la diferenciación neuronal a dos 
modelos celulares. Asimismo, para determinar posibles consecuencias de la exposición 
prenatal en la vejez, se administraron dosis farmacológicas a ratones hembra gestantes 
durante el periodo de neurogénesis dopaminérgica, estudiando sus efectos en la 
descendencia envejecida. 

El tratamiento con la azidotimidina durante la diferenciación a neurona madura 
conduce a alteraciones en la homeóstasis mitocondrial, tanto en la línea celular SH-SY5Y 
como en las células madre neurales, produciendo un deterioro en el funcionamiento del 
sistema de fosforilación oxidativa. Como consecuencia de la disfunción mitocondrial, las 
neuronas obtenidas tras la diferenciación en presencia del fármaco muestran defectos 
morfológicos junto con una reducción de múltiples marcadores neuronales, incluidos varios 
de neurona dopaminérgica. Los ratones envejecidos expuestos prenatalmente a 
azidotimidina muestran una reducción de la actividad del complejo IV del sistema de 
fosforilación oxidativa en el tejido cerebral, así como una caída en los niveles del 
neurotransmisor dopamina que podría ser la causa del deterioro de la fuerza muscular 
observado en las pruebas conductuales. 
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1. La enfermedad de Parkinson 

I.1.1. Aspectos epidemiológicos de la enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson (PD) idiopática, el segundo trastorno neurodegenerativo 
más común, afecta al sistema nervioso central de manera crónica y progresiva, siendo la 
forma más frecuente de parkinsonismo. Se considera una enfermedad esporádica 
multifactorial asociada a la edad, aunque en el 5-10 % de los casos la PD se debe a 
alteraciones genéticas concretas que, en ocasiones, se asocian a una manifestación más 
temprana de la enfermedad (1–3). 

Las estimaciones de incidencia anual de la PD varían desde menos de 10 a más de 20 
casos nuevos por 100 000 individuos. Respecto a la prevalencia global, se estima entre 100 y 
300 enfermos por cada 100 000. La PD afecta principalmente a las personas en los últimos 
años de su vida. En consecuencia, se trata de una enfermedad rara antes de los 50 años, pero 
la incidencia aumenta notablemente de 5 a 10 veces desde la sexta a la novena década de 
vida, alcanzando un pico entre los 70-79 años. Asimismo, la prevalencia se incrementa hasta 
más del 3 % en los grupos de mayor edad. Estas diferencias pueden deberse a factores 
ambientales o genéticos, reflejando la variedad demográfica de las poblaciones estudiadas, 
o a los métodos de estudio (3–5). Actualmente, cada año se diagnostican unos 10 000 casos 
nuevos de esta enfermedad en España, y se estima que 150 000 personas están afectadas 
por PD. En torno al 70 % de las personas diagnosticadas de PD en nuestro país tienen más de 
65 años (6,7).  

En la actualidad, el aumento de la esperanza de vida y, consecuentemente, el progresivo 
envejecimiento de la población traen consigo un incremento de las enfermedades 
neurodegenerativas. Además, los avances en el diagnóstico y las terapias han conducido a 
una mayor supervivencia. Como resultado, la PD se está convirtiendo en una enfermedad de 
proporciones epidémicas. En España, la mayoría de los expertos consideran que la 
prevalencia de la PD aumentará para 2030, de acuerdo con las estimaciones publicadas en 
2005, que predecían que el número de individuos con PD se duplicaría para 2030 (8). Dicha 
enfermedad supone una carga tanto social como económica para la sociedad. Se estima que 
el gasto anual de un paciente de PD en España alcanza los 17 000 euros (9). El coste de la PD 
en Europa se acerca a los 11 billones de euros anuales (6).  

I.1.2. Aspectos clínicos de la enfermedad de Parkinson 

La PD se caracteriza por la bradicinesia, definida como la lentitud en los movimientos 
voluntarios con una reducción progresiva de la velocidad de estos, y otros síntomas motores 
como la rigidez muscular, el temblor en reposo o la inestabilidad postural. En la mayoría de 
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los casos, el inicio de los síntomas motores suele ser unilateral, pudiendo mantenerse dicha 
asimetría durante el progreso de la enfermedad (2,5,10). 

Además de las características motoras cardinales, existen multitud de síntomas no 
motores que cursan a lo largo de la enfermedad en la mayoría de los pacientes de PD. Estos 
incluyen trastornos neuropsiquiátricos, como demencia, depresión, ansiedad, apatía o 
alucinosis; afecciones del sistema autónomo, como hipotensión ortostática, hiperhidrosis o 
disfunción urogenital; disfunción del sueño, como trastornos del sueño REM, somnolencia 
diurna o alteraciones del ritmo circadiano; síntomas gastrointestinales, como disfagia, 
sialorrea o estreñimiento; síntomas sensoriales, principalmente disfunción olfatoria; y dolor. 
En muchos casos, los signos motores suelen ir precedidos de la aparición de alguno de los 
síntomas no motores. Las afecciones no motoras suelen ser más frecuentes con el avance de 
la enfermedad, siendo determinantes en la calidad de vida y la progresión de la discapacidad 
(2,5,10) (Figura I.1). 

 
Figura I.1. Síntomas clínicos asociados a la progresión de la enfermedad de Parkinson. El diagnóstico de la 
enfermedad de Parkinson se produce con la aparición de síntomas motores (Enfermedad de Parkinson en 
estadio inicial), normalmente a finales de la cincuentena, pero puede ir precedido de una fase prodrómica 
de años o incluso décadas, que se caracteriza por síntomas no motores específicos (Enfermedad de 
Parkinson prodrómica). Los síntomas no motores se hacen cada vez más prevalentes y evidentes, pero 
pueden estar presentes en un grado variable a lo largo de todas las fases de la enfermedad. La discapacidad 
progresiva de la enfermedad de Parkinson se debe a la combinación de estos problemas no motores con el 
aumento de la gravedad de los rasgos motores cardinales, el desarrollo de complicaciones motoras 
inducidas por la L-DOPA (Enfermedad de Parkinson en estadio medio) y la evolución de discapacidades 
motoras que responden mal al tratamiento con L-DOPA, como la inestabilidad postural, los problemas de la 
marcha y la disfagia (Enfermedad de Parkinson en estadio avanzado). Adaptada de (5) 
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A pesar de la importancia del diagnóstico para el pronóstico, el tratamiento y la 
investigación, este sigue siendo en gran medida clínico, ya que se determina principalmente 
por la presencia de bradicinesia, característica más significativa en enfermos de PD, junto 
con la rigidez o el temblor. El diagnóstico en la PD supone un gran reto puesto que las 
características clínicas pueden solaparse con manifestaciones de otras enfermedades 
neurodegenerativas. Como resultado, las tasas de error del diagnóstico suelen ser elevadas 
a principios de la enfermedad (2,5,11).  

Actualmente, la terapia se centra en la sustitución farmacológica de dopamina con L-
DOPA (levodopa), cuyo defecto provoca las características motoras fundamentales de la 
enfermedad, además de tratamientos sintomáticos para paliar el resto de los síntomas tanto 
motores como no motores. Con el trascurso de la enfermedad, el uso crónico de la mayoría 
de los medicamentos empleados para el tratamiento del PD genera una pérdida paulatina 
de eficacia y la aparición de efectos secundarios indeseables (2,5,10,12). 

I.1.3. Fisiopatología de la enfermedad de Parkinson 

La neuropatología de la PD incluye la pérdida de neuronas dopaminérgicas en áreas 
específicas de la substantia nigra (SN), causa principal de los síntomas motores de la 
enfermedad, así como la acumulación de inclusiones intracelulares conocidas como cuerpos 
de Lewy. A pesar de ser rasgos característicos en la mayoría de los enfermos de Parkinson, 
ninguno de los dos eventos es exclusivo de dicha enfermedad. La muerte de neuronas 
dopaminérgicas también se encuentra en otras condiciones neurodegenerativas 
parkinsonianas, aunque el patrón de pérdida de tales neuronas en la SN es diferente. 
Igualmente, la presencia de cuerpos de Lewy también ocurre en otras enfermedades 
neurológicas como la demencia por cuerpos de Lewy o la enfermedad de Alzheimer, pero la 
distribución y la progresión de dichos depósitos difiere entre ellas. No obstante, ambas 
patologías se consideran específicas de la PD idiopática, siendo claves para su diagnóstico 
definitivo (1,2,5).  

Inicialmente, la pérdida de neuronas dopaminérgicas, concretamente de la SN pars 
compacta, produce un déficit de dopamina que se resuelve por mecanismos 
compensatorios. En el momento del diagnóstico de la PD, normalmente como consecuencia 
de la manifestación de los síntomas motores de la enfermedad, la mayoría de los enfermos 
ha alcanzado al menos el 50 % de muerte neuronal dopaminérgica (2,13,14). La degeneración 
de las neuronas dopaminérgicas se produce de un modo heterogéneo, ya que algunas áreas 
están considerablemente afectadas en etapas tempranas, mientras que otras se encuentran 
funcionales hasta fases tardías de la enfermedad (Figura I.2a-d). En este contexto, la SN se 
consideraría la región más afectada en la PD, pero también se puede observar 
neurodegeneración, e incluso muerte, en otras regiones dopaminérgicas del cerebro (área 
tegmental ventral), los sistemas noradrenérgico (locus coeruleus), serotoninérgico (núcleos 



Introducción 

 6 

del rafe) o colinérgico (núcleo pedunculopontino, núcleo motor dorsal del vago, núcleo basal 
de Meynert) así como en el córtex, el bulbo olfatorio o el sistema nervioso entérico (5,15). 

La patología de Lewy se considera un marcador histopatológico clave en la PD. Los 
cuerpos de Lewy están compuestos en su mayoría por α-sinucleína, aunque se han descrito 
más de 90 moléculas en su composición, destacando también la presencia de ubiquitina. En 
determinados procesos patogenéticos, la proteína α-sinucleína presenta cierta tendencia a 
formar oligómeros o fibrillas creando estos depósitos citoplasmáticos insolubles (Figura I.2 
e-g). En base a la localización de dichas inclusiones, se establecieron seis estadios de la PD 
que correlacionan la sintomatología con la distribución de los cuerpos de Lewy (Figura I.2 h) 
(16), pero solo alrededor de la mitad de los pacientes diagnosticados clínicamente con PD 
tienen un patrón de cuerpos de Lewy de acuerdo con este modelo (2,14,15). La patología de 
Lewy se encuentra en varias regiones como el núcleo motor dorsal, el bulbo olfatorio, el rafe, 
el locus coeruleus o el hipotálamo, entre otras (1,5,14,16).  

Durante la progresión de la PD, varias regiones del sistema nervioso se encuentran 
afectadas, ya sea por la presencia de cuerpos de Lewy o por la pérdida de neuronas. La 
aparición de cuerpos de Lewy en las neuronas no implica que estas finalmente vayan a acabar 
muriendo. De hecho, existen regiones con dichas inclusiones en las cuales no se produce 
pérdida neuronal y viceversa, regiones sin cuerpos de Lewy que sufren una importante 
muerte celular. Hasta el momento, no se puede asegurar que ambos eventos formen parte 
de un mismo proceso de degeneración, dado que la muerte neuronal sigue un patrón 
diferente a la patología de Lewy en la PD, aunque tampoco se deben considerar excluyentes 
entre sí (14,15). 
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Figura I.2. Principales neuropatologías diagnósticas de la enfermedad de Parkinson. a) La enfermedad de 
Parkinson (PD) se define por la despigmentación de la substantia nigra (SN) (panel derecho) en comparación 
con el control (panel izquierdo). Se muestran secciones macroscópicas (recuadro) y transversales del 
mesencéfalo con tinción inmunohistoquímica para tirosina hidroxilasa (TH), la enzima limitante de la síntesis 
de dopamina. La pérdida selectiva de las partes ventrolaterales de la SN con la preservación de las regiones 
más mediales y dorsales es evidente en la sección histológica. b-d) Tinción de hematoxilina y eosina de la 
región ventrolateral de la SN que muestra una distribución normal de neuronas pigmentadas en un control 
sano (b) y una pérdida de células pigmentadas diagnósticamente significativa moderada (c) o severa (d) en 
la PD. e-g) La tinción inmunohistoquímica de la α-sinucleína muestra los cuerpos de Lewy redondos e 
intracitoplasmáticos (e), depósitos más difusos y granulares de α-sinucleína (e y f), estructuras extracelulares 
de α-sinucleína similares a puntos (f) y esferoides de α-sinucleína en los axones (g). h) La progresión teórica 
de la agregación de α-sinucleína en la PD sin patología de Alzheimer. Las inclusiones de α-sinucleína se 
producen en las neuronas colinérgicas y monoaminérgicas del tronco cerebral inferior en los casos 
asintomáticos (estadios I y II de Braak), infiltran neuronas similares en el mesencéfalo y el cerebro anterior 
basal en los casos con síntomas motores de PD (estadios III y IV de Braak) y, más adelante, se encuentran en 
las regiones cerebrales límbicas y neocorticales con la progresión de la enfermedad (estadios V y VI de 
Braak). Adaptada de (5) 
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Existen diferentes hipótesis acerca de los procesos celulares que contribuyen a la 
neurodegeneración en la PD. El estudio de las formas hereditarias, con mutaciones genéticas 
implicadas en funciones celulares concretas, han ayudado a profundizar en el conocimiento 
de la patogenia de la enfermedad. Tanto la disfunción mitocondrial como el estrés oxidativo 
parecen ser participantes clave en la patogénesis de la enfermedad. Asimismo, desajustes 
en el sistema ubiquitina-proteasoma o el sistema de autofagia lisosomal conducirían a fallos 
en la homeostasis intracelular. Como consecuencia, se genera un entorno inadecuado que 
conllevaría un mal funcionamiento celular y promovería una mayor acumulación de α-
sinucleína. Parece que todos estos procesos crearían un círculo vicioso donde el efecto de 
cada evento exacerbaría el deterioro del resto, en algunos casos, suponiendo la muerte 
neuronal (2,5,13,17,18).  

El hecho de que algunos conjuntos concretos de neuronas sean más susceptibles que 
otros a sufrir muerte neuronal, o presenten una mayor alteración en su funcionalidad, sigue 
siendo una gran incógnita en la PD. Para dar una posible explicación a la vulnerabilidad 
selectiva presente en la enfermedad, se han estudiado diferentes hipótesis basadas en 
características fenotípicas compartidas, centrándose en las neuronas dopaminérgicas de la 
SN, dado que se trata de la región con mayor pérdida neuronal. En primer lugar, los 
trastornos neurodegenerativos tienden a afectar neuronas con una gran arborización axonal 
poco o nada mielinizadas. Estas neuronas morfológicamente complejas, debido a las largas 
proyecciones axonales y la gran cantidad de terminales sinápticos, se relacionarían con una 
elevada demanda de energía necesaria para el transporte axonal. De hecho, parece que la 
pérdida de terminales axónicos en neuronas dopaminérgicas precede a la pérdida del soma 
neuronal. Además, una elevada arborización podría implicar mayor expresión de α-
sinucleína, ya que parece estar implicada en el transporte vesicular y la liberación de 
neurotransmisores. En segundo lugar, estas neuronas se caracterizan por ser marcapasos 
autónomos, es decir, muestran potenciales de acción amplios dependientes de canales de 
calcio de tipo L o Cav1, principalmente Cav1.3, en ausencia de entrada sináptica excitadora. 
Su actividad lenta y continua va acompañada de grandes oscilaciones en la concentración 
intracelular del Ca2+. Estas oscilaciones de calcio en la neurona, además de mantener el 
potencial de membrana durante el marcapasos autónomo, promueven la entrada de calcio 
en la mitocondria para estimular la fosforilación oxidativa (OXPHOS) y mantener las 
necesidades bioenergéticas. Este estimulo continuo conduce a la hiperpolarización 
mitocondrial y al aumento de estrés oxidativo. Un factor determinante en la homeostasis del 
calcio en este tipo de neuronas marcapasos sería la concentración de proteínas 
amortiguadoras de Ca2+ (2,5,14,15,19–25). En resumen, teniendo en cuenta el elevado 
aporte energético mitocondrial necesario para la supervivencia neuronal, las mitocondrias 
en las neuronas parecen trabajar al límite de su capacidad. Por tanto, el deterioro 
mitocondrial tendría graves implicaciones en este tipo celular. En base a las teorías 
planteadas, la función mitocondrial se podría considerar eje central en la patología de la PD.  
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I.2. La mitocondria 

La mitocondria, orgánulo presente en la mayoría de las células eucariotas, se conoce 
ampliamente como la central energética de la célula, ya que su principal función es la 
producción de energía en forma de adenosín trifosfato (ATP) mediante el sistema OXPHOS. 
Aunque la visión moderna de la mitocondria define este orgánulo como un centro 
polifacético con diversas funciones conforme a las necesidades de la célula, actuando como 
un orgánulo de señalización. 

El origen de la mitocondria surge de la endosimbiosis de una α-proteobacteria por una 
célula eucariota ancestral (26), teoría ampliamente aceptada. De hecho, dicho origen queda 
plasmado en la doble membrana que delimita el orgánulo. 

 
Figura I.3. Estructura de la mitocondria. Las mitocondrias se encuentran constituidas por la membrana 
mitocondrial externa (OMM), la membrana mitocondrial interna (IMM), el espacio intermembrana (IMS) y 
la matriz. La IMM tiene invaginaciones hacia la matriz mitocondrial, denominadas crestas, donde se localiza 
el sistema OXPHOS que se encarga de la síntesis de ATP. Está constituido por proteínas con un doble origen 
genético, aquellas codificadas en el DNA nuclear (nDNA), que se sintetizan en el citoplasma y viajan hasta 
las mitocondrias (círculos verdes); y aquellas codificadas por el DNA mitocondrial (mtDNA), que se traducen 
en la matriz mitocondrial (círculos azules). Adaptada de (27) 

La mitocondria está compuesta por la membrana mitocondrial externa (OMM), el 
espacio intermembrana (IMS), la membrana mitocondrial interna (IMM) y la matriz (Figura 
I.3). La OMM, que separa el interior mitocondrial del citoplasma, tiene una estructura lisa y 
permeable que permite el paso de metabolitos y proteínas a través de porinas y translocasas 
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de la OMM, respectivamente. Además, se comporta como una plataforma en la que 
convergen las vías de señalización celular y presenta sitios de contacto con otros 
compartimentos subcelulares, como la membrana plasmática, el retículo endoplasmático, 
peroxisomas, lisosomas y endosomas, e incluso con otras mitocondrias. La IMM, que define 
el lumen de la mitocondria (matriz), se caracteriza por ser una barrera casi hermética donde 
las moléculas y las proteínas deben cruzar canales específicos o translocasas de la IMM para 
atravesarla. Esto favorecerá la generación de un potencial electroquímico de membrana. En 
la estructura de la IMM se pueden distinguir dos subcompartimentos, la membrana límite 
interna (IBM), que se dispone de forma paralela y próxima a la OMM, y las crestas 
mitocondriales, que se definen como invaginaciones de la IMM separadas del IMS por 
uniones tubulares estrechas. En estas crestas se localiza el sistema OXPHOS compuesto por 
los complejos ensamblados de la cadena de transporte de electrones (ETC) y la ATP sintasa, 
de manera que la formación de las crestas consigue aumentar la eficiencia de la respiración 
mitocondrial, y limitar la creación del potencial de membrana mitocondrial (MMP) y la 
difusión de proteínas importantes para el sistema OXPHOS. La matriz mitocondrial alberga 
el genoma mitocondrial (mtDNA), convirtiendo a la mitocondria en el único orgánulo celular 
con material genético propio en los animales. En ella se encuentran una gran variedad de 
proteínas implicadas en la replicación y la transcripción del mtDNA, la biosíntesis de 
proteínas y otras múltiples reacciones enzimáticas llevadas a cabo en la mitocondria, como 
el ciclo de Krebs o la β-oxidación de ácidos grasos, entre otros (28–31).  

Las mitocondrias se caracterizan por ser orgánulos dinámicos que pueden cambiar el 
tamaño, la conectividad o la ultraestructura según los requerimientos de la célula mediante 
los procesos de fusión y fisión y la remodelación de las crestas. Dicha dinámica se debe al 
papel determinante de la mitocondria en variedad de contextos celulares incluyendo la 
apoptosis, la progresión del ciclo celular, la diferenciación de células madre, la homeostasis 
del calcio, la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), etc. En consecuencia, la 
cantidad de mitocondrias, su morfología y la distribución de la red mitocondrial cambia 
rápidamente dependiendo del tipo celular, e incluso dentro de cada célula individual, para 
responder a sus necesidades (30,32–34). 

I.2.1. El DNA mitocondrial 

Una de las particularidades de la mitocondria es poseer su propio genoma, el mtDNA, 
localizado en la matriz mitocondrial. Se trata de un ácido desoxirribonucleico (DNA) circular, 
cerrado, superenrollado, formado por dos hebras denominadas cadena pesada (H) y cadena 
ligera (L).  

Cada molécula de mtDNA está constituida por 16 569 pares de bases en humanos, 
divididas en 37 genes que incluyen 11 RNAs mensajeros (mRNA), que codifican para 13 
polipéptidos incluidos en cuatro de los cinco complejos del sistema OXPHOS; 2 RNAs 
ribosómicos (rRNA) (12S, 16S), que forman parte de los ribosomas mitocondriales; y 22 RNAs 
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de transferencia (tRNA), que participan en la traducción del mRNA sintetizado. Además, 
contiene una región no codificante (NCR) que incluye secuencias de regulación importantes 
en la replicación y la transcripción. De los trece polipéptidos, siete pertenecen al complejo I 
(CI) (p.MT-ND 1-6 y p.MT-ND4L); uno pertenece al complejo III (CIII) (p.MT-CYB); tres 
pertenecen al complejo IV (CIV) (p.MT-CO1-3); y dos pertenecen al complejo V (CV) o ATP 
sintasa (p.MT-ATP6 y p.MT-ATP8) (35). El sistema OXPHOS consta de aproximadamente 90 
proteínas, por tanto, el resto de los polipéptidos componentes del sistema se encuentran 
codificados en el DNA nuclear (nDNA). En consecuencia, debe producirse una expresión 
coordinada entre ambos genomas para la constitución de dicho sistema (Figura I.4). 

 
Figura I.4. Mapa genético del mtDNA con sus transcritos maduros. Las dos circunferencias interiores 
representan el mtDNA, con la cadena ligera y la cadena pesada. En ellas se indican los genes 
correspondientes para rRNA (12S, 16S), tRNA mostrados con la abreviatura del aminoácido pertinente, y 
mRNA mostrados con la proteína codificada en ellos (ND: subunidades de la NADH deshidrogenasa; Cyt b: 
citocromo b; CO: subunidades de la citocromo c oxidasa). H1, H2 y L indican los lugares de iniciación de la 
transcripción de la cadena pesada y ligera, respectivamente. OH y OL simbolizan el origen de la replicación 
de la cadena pesada y ligera, respectivamente. Las semicircunferencias exteriores se corresponden con los 
transcritos maduros de la cadena pesada (barras negras; 4-17) sintetizados a partir de H2, de la cadena ligera 
(barras abiertas; 1-3, 18) sintetizados a partir de L, y el policistrón pre-rRNA sintetizado bajo el origen de 
transcripción H1 que al procesarse da lugar al 12S rRNA y 16S rRNA. Las flechas exteriores indican el sentido 
de la transcripción de la cadena pesada (antihorario) y de la cadena ligera (horario), mientras que las flechas 
que están al lado de OH y OL señalan el sentido de síntesis de la cadena pesada (horario) y de la cadena ligera 
(antihorario); se representa el bucle de desplazamiento (Bucle-D o D-loop), incluido en la NCR. (36) 
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El mtDNA presenta una serie de características propias, diferentes a las del nDNA. Se 
considera una molécula compacta, ya que no presenta intrones ni regiones intergénicas no 
codificantes, a excepción de la NCR. A diferencia de la diploidía habitual del genoma nuclear, 
en una célula individual se encuentra una cantidad variable de mitocondrias que, a su vez, 
contienen múltiples copias del genoma mitocondrial, lo que se conoce como poliplasmia. 
Dependiendo del tipo celular se puede encontrar un rango de copias de mtDNA diferente, 
en función de los requerimientos del tejido. El mtDNA se transmite a la descendencia 
exclusivamente mediante herencia materna, debido a la destrucción de las mitocondrias del 
espermatozoide tras la fecundación. Por último, el mtDNA presenta una tasa de mutación 
más elevada en comparación al nDNA. Tradicionalmente, se ha creído que se debía a su 
localización en la matriz mitocondrial, entorno donde se producen ROS constantemente. Sin 
embargo, en los últimos años se ha comprobado que la mitocondria cuenta con varios 
mecanismos de reparación efectivos, por lo que se postula que el mecanismo de replicación 
sea el causante de dichas mutaciones, a pesar de tener una polimerasa con las menores tasas 
de error y capaz de reparar los daños derivados de la oxidación (27,37,38). 

I.2.2. Replicación, transcripción y traducción mitocondrial 

La mitocondria se compone de aproximadamente 1200 proteínas diferentes, de las 
cuales muchas de ellas se necesitan para el mantenimiento y la expresión del mtDNA. De 
hecho, el mtDNA se encuentra formando estructuras conocidas como nucleoides en 
asociación con proteínas implicadas en la replicación y la transcripción mitocondrial. Cabe 
destacar el factor de transcripción mitocondrial A (TFAM) como principal proteína para 
compactar el mtDNA. En los nucleoides también se encuentran proteínas como la DNA 
polimerasa γ (POLG o POLγ), las proteínas mitocondriales de unión a DNA monocatenario 
(mtSSB), la helicasa TWINKLE, o la RNA polimerasa mitocondrial (POLRMT), entre otras. Al 
conjunto de estas cuatro proteínas se le conoce como replisoma, la maquinaria básica e 
indispensable para la replicación del mtDNA (27,39). La POLG, única polimerasa mitocondrial 
presente en humanos, se compone de una subunidad catalítica α junto con dos subunidades 
accesorias β. Se encarga de sintetizar nuevas hebras de mtDNA, además de participar en los 
mecanismos de reparación. Posee actividad exonucleasa 3’-5’ que permite la corrección 
eficiente de la hebra de DNA naciente, por ello posee una frecuencia de error tan baja (27).  

De acuerdo con el modelo de desplazamiento de hebra, la replicación del mtDNA se 
produce de forma unidireccional, continua, asimétrica y asincrónica. La replicación comienza 
con la helicasa TWINKLE que desenrolla la doble hebra dejando accesible la cadena molde. 
Entonces, POLRMT sintetiza un fragmento de RNA que sirve como cebador para que POLG 
comience la replicación. La transición de ácido ribonucleico (RNA) a DNA tiene lugar en el 
origen de replicación de la cadena pesada (OH). Simultáneamente, las proteínas mtSSB se 
unen a la cadena pesada parental desplazada para mantener su integridad y prevenir la 
renaturalización. La elongación de la hebra naciente de DNA se lleva a cabo por la POLG hasta 
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alcanzar el origen de replicación de la cadena ligera (OL), después de recorrer dos tercios de 
la molécula. En este punto, se desplaza una secuencia de la hebra H parental capaz de 
establecer una estructura lazo-tallo que sirve como región de reconocimiento de POLRMT 
para sintetizar un cebador corto de RNA. Finalmente, POLG elonga ambas hebras de forma 
unidireccional, en sentido contrario, hasta completar la replicación de las cadenas (Figura 
I.5) (36,40–42). 

 
Figura I.5. Modelo de desplazamiento de hebra de la replicación mitocondrial. ① Después del inicio de la 
replicación por parte del replisoma en el origen de la cadena pesada (OH), este procede unidireccionalmente 
para producir la cadena H naciente. La cadena H parental desplazada se estabiliza mediante la unión de las 
mtSSB (verde). ② Cuando la maquinaria de replicación de la cadena H pasa por el origen de la cadena ligera 
(OL), se forma una estructura en lazo-tallo. La POLRMT (naranja), dirigida por el mtDNA, sintetiza cebadores 
cortos en el lazo-tallo que se utilizan para iniciar la síntesis de la cadena L de DNA. ③ Cabe destacar que 
TWINKLE (azul) sólo es necesario para la cadena H, ya que el molde para la síntesis de la cadena L es DNA 
monocatenario cubierto con mtSSB. ④ Una vez completada la síntesis de la cadena de mtDNA, la 
replicación finaliza en OH u OL, dependiendo de dónde se haya iniciado la síntesis de DNA. Adaptada de (27) 

Existen en la actualidad otros modelos para explicar la replicación del mtDNA. En el 
modelo de RITOLS se produce una incorporación de fragmentos de RNA a lo largo de la 
cadena desplazada (RITOLS) que posteriormente se convierte a DNA. La replicación se inicia 
de manera unidireccional en un origen de replicación localizado en la NCR. En cambio, en el 
modelo de hebra acoplada la replicación de ambas cadenas se produce de forma simultánea, 
bidireccionalmente. Cabe destacar que el modelo de desplazamiento de hebra se considera 
el más aceptado hasta la actualidad (43,44). 

La transcripción del mtDNA se inicia a partir de diferentes promotores, generando 
moléculas policistrónicas largas que se procesarán por cortes endonucleolíticos precisos 
delante y detrás de los tRNAs. Estos actúan como señales de reconocimiento para las 
enzimas de procesamiento al adquirir la configuración en hoja de trébol en las cadenas 
nacientes de RNA, dando lugar a los rRNAs, tRNAs y mRNAs maduros, en base al modelo de 
puntuación por tRNAs (45). En este proceso principalmente interviene POLRMT, encargada 
de la síntesis de RNA, junto con dos factores de transcripción (TFAM, TFB2M), un factor de 
elongación (TEFM) y un factor de terminación (MTERF) (27,36,42,46).  
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Las mitocondrias disponen de un mecanismo propio para la traducción. Los mRNA 
obtenidos tras la transcripción del mtDNA se traducen a proteínas en los ribosomas 
mitocondriales. En humanos, estos mitorribosomas están formados por dos subunidades 
(28S, 39S) constituidas por rRNAs mitocondriales y proteínas codificadas en el nDNA (47). En 
cuanto al código genético, la mitocondria posee un código propio diferente al universal, con 
un menor número de tRNAs (35,36).  

I.2.3. El sistema de fosforilación oxidativa  

El sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS), localizado en las crestas de la IMM, se 
encarga de llevar a cabo dos procesos metabólicos acoplados, la respiración celular y la 
síntesis de ATP. Dicho sistema se compone del CI (NADH:ubiquinona oxidorreductasa), el CII 
(succinato:ubiquinona oxidoreductasa), el CIII (ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa), el 
CIV (citocromo c oxidasa), el CV o ATP sintasa, y dos transportadores móviles de electrones 
(coenzima Q o ubiquinona, y citocromo c) (Figura I.6). 

 
Figura I.6. Representación esquemática del sistema OXPHOS. En la figura se observan los complejos de la 
cadena de transporte de electrones (Complejo I-V) (las subunidades de los complejos codificadas por el 
genoma nuclear se indican en gris; las subunidades codificadas por el genoma mitocondrial se indican en 
azul), la coenzima Q (círculos marrones) y el citocromo c. Las flechas negras perpendiculares señalan la 
dirección de salida de los protones al espacio intermembranoso y la dirección de entrada por el canal 
protónico de la ATP sintasa. La línea discontinua naranja marca el paso de electrones a través de los 
complejos. En la parte inferior se indica el nombre del complejo. 

En la respiración celular, los electrones cedidos por los equivalentes de reducción 
(NADH, FADH2), que se producen en el metabolismo catabólico, entran en la cadena de 
transporte de electrones a través del CI y CII, respectivamente. Estos electrones se 
transfieren mediante sucesivas reacciones de oxidación-reducción a la coenzima Q, al CIII, al 
citocromo c y al CIV para cederlos al oxígeno molecular que se reduce a agua, aunque una 
fracción de los electrones reacciona tempranamente con el oxígeno produciendo ROS. Estos 
complejos proteínicos acoplan la oxidación de los equivalentes de reducción al bombeo de 
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protones desde la matriz a través de la IMM hacia el interior de la cresta, generando un 
gradiente electroquímico utilizado por la ATP sintasa para sintetizar ATP (28,48,49). 

Según el modelo de plasticidad, último modelo reconocido, los complejos OXPHOS están 
presentes tanto en forma de complejos individuales como de supercomplejos de 
composición y estequiometría diferentes, en función de los tipos celulares y las necesidades 
energéticas (49,50).  

Aunque la producción de ATP se considera la función principal, el sistema OXPHOS está 
implicado en gran cantidad de procesos metabólicos esenciales para la función celular como 
rutas de biosíntesis (nucleótidos, lípidos, ácido fólico, grupo hemo, entre otros), regulación 
de los niveles de metabolitos como aminoácidos o cofactores, metabolismo del hierro, 
homeostasis del calcio, apoptosis, diferenciación celular, etc. (28). 

I.3. La disfunción mitocondrial en la enfermedad de Parkinson 

Las primeras evidencias acerca de la implicación de la mitocondria en la patogénesis de 
la PD surgieron en la década de 1980 en California, cuando se observó que el abuso de una 
nueva droga, conocida como 1-metil-4-fenil-4-propionoxi-piperidina (MPPP), 
desencadenaba signos típicos de parkinsonismo de inicio agudo (51). El 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), un subproducto de la síntesis de dicha droga, atraviesa la 
barrera hematoencefálica al inyectarse vía intravenosa. En el cerebro, la astroglía convierte 
el MPTP en un metabolito tóxico denominado 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) mediante la 
monoamino oxidasa B. Seguidamente, este ion es captado de forma específica por las 
neuronas dopaminérgicas a través del transportador de dopamina (DAT) y, finalmente, se 
acumula en las mitocondrias. Dentro de las mitocondrias el MPP+ inhibe el CI de la ETC 
causando la muerte de las neuronas dopaminérgicas (52). 

Años más tarde, al examinar cerebros post-mortem de pacientes con PD se 
determinaron actividades reducidas en complejos del sistema OXPHOS a partir de 
homogenado de SN, confirmando así que la disfunción mitocondrial puede contribuir a la 
patogénesis de la PD (53,54). Desde entonces, se han descrito niveles disminuidos de CI tanto 
en cantidad de proteína como en actividad en varias regiones del cerebro de enfermos de 
PD, principalmente en la SN. Algunos pacientes también presentaban esta disminución de CI 
en otros tejidos como fibroblastos, plaquetas, músculo esquelético o linfoblastos. En cambio, 
la deficiencia de otros complejos de la ETC, principalmente CIV, se ha descrito de forma 
esporádica en algunos casos de PD. Posteriormente, múltiples estudios han descrito niveles 
de ATP reducidos, daño oxidativo debido a la excesiva producción de ROS, o mayor cantidad 
de deleciones somáticas en el mtDNA asociado a déficit de CIV (52,55–59).  

Hasta ahora, mutaciones en numerosos genes han sido identificadas por causar formas 
monogénicas de PD. Aunque un bajo porcentaje de los casos de PD están asociados a 
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alteraciones genéticas concretas, el estudio de estos genes ha ayudado a avanzar en el 
conocimiento de la patogénesis de la enfermedad. De hecho, varios de estos están 
claramente asociados a la función y la integridad mitocondrial, lo que apoya la teoría de la 
disfunción mitocondrial como evento clave en el desarrollo de la PD. Entre los genes más 
estudiados se encuentran aquellos que codifican para α-sinucleína (SNCA), parkina (PRKN), 
PTEN-induced kinase 1 (PINK1), leucine rich repeat kinase 2 (LRRK2) o DJ-1, cuyas mutaciones 
tienen como consecuencia alteraciones mitocondriales, ya sea de forma directa o indirecta 
(Figura I.7). 

 
Figura I.7. Disfunción de la cadena respiratoria y alteraciones del mtDNA en la enfermedad de Parkinson 
(PD). La disfunción de la cadena respiratoria que involucra principalmente al CI y al CIV se identifica a 
menudo en la PD idiopática. Como consecuencia del deterioro de sistema OXPHOS, los niveles celulares de 
ROS y especies reactivas de nitrógeno (RNS) aumentan. Xenobióticos OXPHOS, como el MPTP, la rotenona 
(ROT) o el paraquat (PQ), pueden reflejar fenotipos clínicos de la PD idiopática mediante la inhibición del CI 
o a través de la generación de ROS y RNS. El estrés oxidativo y los errores de replicación que se producen 
durante la PD son la causa de la deleción en el arco mayor del genoma mitocondrial (mtDNA). La expansión 
clonal de las moléculas de mtDNA delecionadas da lugar a un déficit del CIV. En la PD el nivel de moléculas 
de mtDNA de tipo salvaje (mtDNA wildtype) disminuye debido a un deterioro de la transcripción y la 
replicación mitocondrial. En cuanto a las proteínas asociadas a la PD, las mutaciones en DJ-1 aumentan el 
estrés oxidativo mitocondrial, que actúa sobre el CI. Del mismo modo, las formas mutantes de PINK1, 
parkina y α-sinucleína interfieren con la función del CI. La interacción entre la disfunción mitocondrial y la 
α-sinucleína es bidireccional, es decir, el deterioro de la ETC también puede inducir la acumulación y la 
agregación de α-sinucleína. Además, la proteína parkina puede modular la transcripción del mtDNA. 
Adaptada de (52) 
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Varias mutaciones puntuales missense, así como la duplicación o la triplicación del gen 
SNCA, o PARK1/4, que codifica para la proteína presináptica α-sinucleína, están asociadas a 
PD con herencia autosómica dominante, de hecho, fue el primer gen identificado por causar 
parkinsonismo. Además, parece que variantes polimórficas de SNCA incrementan el riesgo 
de PD esporádico. En condiciones patológicas, la α-sinucleína se podría acumular en la 
mitocondria interactuando con la membrana mitocondrial e interfiriendo en su 
funcionamiento mediante la inhibición de la ETC, la fragmentación mitocondrial, el aumento 
de estrés oxidativo, el daño del mtDNA y el desequilibrio de la homeostasis del calcio (57,60). 

La forma más común de PD familiar con herencia autosómica dominante está causada 
por mutaciones en el gen LRRK2, o PARK8. La proteína LRRK2 se trata de una gran proteína 
multifuncional que parece intervenir en la regulación tanto de la dinámica como del control 
de calidad mitocondrial. Mutaciones en este gen producen disminución del MMP, reducción 
en los niveles de ATP y alteraciones del mtDNA, así como elongación mitocondrial (57,60,61). 

Mutaciones en el gen PRKN, o PARK2, codificante de la proteína parkina, causan la forma 
más frecuente de parkinsonismo autosómico recesivo de inicio temprano, con más de 100 
mutaciones descritas. La parkina es una ubiquitina-ligasa E3 implicada en la regulación de 
procesos de dinámica mitocondrial y control de calidad mediante mitofagia, entre otras 
funciones. Parece que dicha proteína trabaja junto con la proteína PINK1, una serina-
treonina quinasa determinante en la localización mitocondrial de la parkina. Asimismo, 
mutaciones recesivas en el gen PINK1, o PARK6, codificante para la proteína PINK1, se 
asocian a la segunda forma más frecuente de PD de inicio temprano con herencia autosómica 
recesiva. Alteraciones genéticas en alguno de los dos genes provocan deterioro del sistema 
OXPHOS con déficit en niveles de ATP, elevada producción de ROS, alteraciones en la 
morfología mitocondrial y acumulación de mitocondrias dañadas (55,57,60–63). Además, la 
proteína parkina se encuentra implicada en la biogénesis mitocondrial ya que regula la 
actividad del represor transcripcional de un importante regulador, peroxisome proliferator-
activated receptor γ coactivator 1-α (PGC-1α). De hecho, varios estudios han descrito una 
disminución de PGC-1α en pacientes de PD (61–63). 

Mutaciones en el gen DJ-1, o PARK7, conducen a casos raros de parkinsonismo de inicio 
temprano con herencia autosómica recesiva. DJ-1 parece ser una proteína multifunción con 
propiedades antioxidantes, además de actuar como sensor de estrés oxidativo, aunque su 
funcionamiento concreto no está claro. La pérdida de DJ-1 produce aumento de ROS, 
reducción del MMP y alteraciones en la morfología mitocondrial (57,60,61). 

Por último, mutaciones en el gen POLG1, codificante para la subunidad catalítica de la 
POLG, se han asociado a múltiples trastornos con componente mitocondrial que incluirían 
parkinsonismo en su espectro clínico. Estos pacientes han mostrado tener defectos o 
deleciones en el mtDNA asociados a alteraciones en la función mitocondrial. También parece 
que variantes polimórficas raras supondrían un factor de riesgo para la PD (57,60–62). 
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En resumen, aunque la PD se trata de una enfermedad multietiológica, una disfunción 
mitocondrial causada por alteración en alguna vía como el sistema OXPHOS, la mitofagia, la 
dinámica o la biogénesis, puede ser un evento patogénico en muchos casos de PD. 

I.4. Xenobióticos OXPHOS y la enfermedad de Parkinson 

El factor ambiental en el desarrollo de la PD parece tener un papel considerablemente 
importante. La posibilidad de que neurotoxinas ambientales estuvieran implicadas en la 
patogenia de la enfermedad surgió en los años 80 cuando se descubrió que el MPP+ actuaba 
como desencadenante de parkinsonismo. Desde entonces se ha estudiado como la 
exposición a xenobióticos OXPHOS, concretamente tóxicos ambientales que producen 
inhibición mitocondrial, puede afectar al desarrollo de la PD (Figura I.7) (56,64). Se han 
considerado diversos riesgos ambientales, como vivir en una zona rural, la exposición 
ocupacional, el consumo de agua corriente, la dieta, etc., que aumentan la posibilidad de 
estar expuestos a toxinas como herbicidas, insecticidas o metales (65,66). Existen múltiples 
estudios que asocian dichos tóxicos con un elevado riesgo de padecer la PD en la población 
expuesta (67–70). 

La rotenona pertenece a la familia de los rotenoides, compuestos citotóxicos naturales 
extraídos de plantas tropicales que inhiben el CI de la ETC. Durante años se ha empleado 
como plaguicida, ya que se consideraba inocuo para humanos dado su carácter natural, 
aunque actualmente se encuentra prohibido en muchos países. Al inhibir el CI, la rotenona 
produce una disminución de los niveles de ATP y un aumento de ROS (65,71). La exposición 
a rotenona parece aumentar el riesgo de desarrollar PD (67,68). De hecho, tanto la rotenona 
como el MPTP han sido tóxicos ampliamente utilizados para modelar la PD en animales 
reproduciendo características anatomopatológicas de la enfermedad (72). Entre los 
inhibidores del CIII se pueden encontrar pesticidas persistentes en el medioambiente como 
la atrazina o la dieldrina, ya prohibidos en numerosos países por su toxicidad. Ambos se han 
asociado a un mayor riesgo de sufrir parkinsonismo, además de encontrar correlación entre 
la acumulación de dieldrina y la PD durante el estudio de cerebros de pacientes 
(56,64,65,69,71). Otros plaguicidas pueden influir en la actividad mitocondrial por otras vías, 
como el paraquat, que se trata de un herbicida empleado en muchos lugares del mundo. 
Parece que actúa como un compuesto cíclico redox que conduce a una producción excesiva 
de ROS aumentando el estrés oxidativo y alterando la homeostasis mitocondrial. Estudios 
epidemiológicos vinculan la exposición a paraquat con el desarrollo de PD (56,65,67,68,71). 

El estudio de la exposición a tóxicos ambientales conlleva ciertas limitaciones dado que 
resulta complicado conocer con certeza tanto el tiempo como la concentración de 
exposición. Pero no solo los tóxicos ambientales deben ser considerados, existen otros 
xenobióticos como los fármacos. En este caso, un individuo puede conocer los parámetros 
de exposición a dichos fármacos que podrían tener implicaciones en el desarrollo de 
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enfermedades. Algunos de estos compuestos pueden afectar secundariamente a las 
actividades de complejos respiratorios, la traducción o la replicación mitocondrial. 

Las combinaciones de factores ambientales y genéticos tanto nucleares como 
mitocondriales tienen efectos aditivos pudiendo aumentar el riesgo de sufrir PD. Los 
polimorfismos poblacionales en los genes del mtDNA, que afectan a las interacciones con 
diferentes xenobióticos, también podrían comportarse como factores de susceptibilidad 
para desarrollar PD sólo en presencia de ese xenobiótico en particular (56). 

I.5. La enfermedad de Parkinson, la neurogénesis y el sistema de fosforilación 
oxidativa 

I.5.1. Orígenes en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson 

Debido a la plasticidad del desarrollo, un organismo puede adaptar su estructura o sus 
funciones en respuesta al ambiente durante un periodo de tiempo determinado, mediante 
cambios epigenéticos, alteraciones en la diferenciación de tejidos o cambios en mecanismos 
homeostáticos. Sin embargo, algunas de estas respuestas pueden tener efectos perjudiciales 
sobre el desarrollo sin proporcionar ninguna adaptación beneficiosa para el ambiente futuro 
(73). La hipótesis de los Orígenes en el Desarrollo de la Salud y la Enfermedad (DOHaD) 
propone que factores ambientales a los que está expuesto un individuo durante el desarrollo 
prenatal, neonatal y la infancia actúan como factores de riesgo para padecer determinadas 
enfermedades en la edad adulta y la vejez. 

Dicha teoría se puede aplicar al origen de las enfermedades neurodegenerativas 
estudiando el desarrollo cerebral y el impacto del ambiente durante este proceso (74,75). 
Alteraciones durante estos periodos de desarrollo pueden afectar negativamente al 
establecimiento de los circuitos neuronales básicos, debilitando la estructura fundamental 
del cerebro. La exposición a un tóxico durante la proliferación, la migración o la 
diferenciación de las células cerebrales puede provocar hipoplasia (reducción de la población 
neuronal), ectopia (deslocalización neuronal) o displasia (configuración anormal de las ramas 
dendríticas), respectivamente (76). Dichas modificaciones pueden ser responsables de 
deficiencias permanentes. 

La PD podría ser una de las enfermedades relacionadas con la DOHaD. En humanos, las 
neuronas dopaminérgicas de la SN, principal región afectada en la PD y causante de los 
síntomas motores de la enfermedad, se generan en las semanas 5-7 después de la 
fertilización (76). Curiosamente, el desarrollo del sistema nervioso entérico y olfativo 
también se produce durante este periodo e, igualmente, se encuentran afectados en la PD 
(77,78). La implicación de la DOHaD en la PD supondría que factores tempranos podrían 
reducir de forma aguda el número de neuronas. En consecuencia, el desgaste neuronal 
asociado a la edad avanzada llevaría el número de neuronas a niveles inferiores a los 
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necesarios para mantener una función adecuada (74,79). Alternativamente, un factor 
prenatal causante de algún tipo de modificación celular permanente podría sensibilizar a las 
neuronas ante posibles exposiciones dañinas o eventos traumáticos futuros o interferir con 
el programa de desarrollo y, así, acelerar la pérdida de neuronas a lo largo de la vida (80–
89). De hecho, ratones deficientes en múltiples genes asociados al desarrollo de la PD 
mostraron desregulación en la neurogénesis embrionaria de neuronas dopaminérgicas (90).  

I.5.2. OXPHOS y neurogénesis del desarrollo 

El desarrollo del cerebro, órgano extremadamente complejo y estructurado en 
mamíferos, se basa en el establecimiento de los circuitos neuronales, que determinarán la 
cognición y el comportamiento del individuo. La formación del tejido neuronal depende de 
las células madre neurales (NSC) que tienen la capacidad de dividirse dando copias idénticas 
de sí mismas o diferenciarse a neuronas mediante el proceso de neurogénesis, que se 
produce principalmente en las primeras etapas de la vida. Durante este periodo, el sistema 
nervioso muestra neuroplasticidad, de forma que puede sufrir cambios adaptativos 
dependiendo del entorno en la estructura o la función de las células, como variaciones en el 
crecimiento de axones y dendritas, la formación de sinapsis o la neurogénesis (91,92). 

Entre las diferentes células somáticas, las neuronas se consideran uno de los tipos 
celulares con mayor gasto energético debido a la arborización y el transporte intracelular, la 
excitabilidad neuronal, la función sináptica, etc. En consecuencia, las mitocondrias se 
consideran orgánulos clave en el correcto funcionamiento de las neuronas, no solo por su 
capacidad bioenergética, sino también por sus propiedades como amortiguadoras de calcio 
o transductores de señales (91,93). Recientemente, se ha comenzado a estudiar el impacto 
de la función y la señalización mitocondrial en el desarrollo neuronal temprano, de forma 
que la actividad mitocondrial parece ser un requisito indispensable para la correcta 
diferenciación de las NSC.  

Durante el proceso de diferenciación a neurona madura, se produce un cambio 
metabólico de la glucólisis al sistema OXPHOS acompañado por modificaciones en las 
mitocondrias. Las NSC utilizan la glucólisis para el metabolismo celular, aunque también 
presentan mitocondrias que sirven para producir diferentes sustratos metabólicos 
esenciales para la proliferación. Estas mitocondrias parecen tener una morfología más 
redondeada e inmadura que, durante la diferenciación mediante procesos de remodelación 
y dinámica mitocondrial, terminan creando una red de mitocondrias tubulares con 
abundantes crestas y matriz densa en las neuronas maduras. Estos cambios en el estado 
mitocondrial de la célula parecen fluctuar a lo largo de la neurogénesis (91,92,94–101). 
Muchos estudios correlacionan el cambio metabólico con un aumento tanto de la masa 
mitocondrial como de los niveles de mtDNA debido a un incremento en la biogénesis 
(95,98,99). No obstante, en otros casos no se han observado estas diferencias, sugiriendo 
que el cambio metabólico no se asocia a un aumento en la cantidad de mitocondrias, sino a 
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una mayor dependencia del sistema OXPHOS de las mitocondrias ya existentes (91,102).  
Esta transformación metabólica está mediada por alteraciones en la expresión de 
reguladores metabólicos. Moléculas implicadas en la actividad mitocondrial, como el calcio 
o las ROS, actuarían como mensajeros activando un programa transcripcional nuclear. De 
esta forma, el metabolismo energético de la célula podría determinar el destino final de la 
célula mediante la regulación génica (91,93,99,101). Por último, durante la diferenciación, 
las células extienden neuritas lo que se asocia con una redistribución de la localización de las 
mitocondrias desde la zona perinuclear a los axones y las dendritas. Las mitocondrias 
parecen desempeñar un papel importante en el crecimiento de estas neuritas, el ensamblaje 
del citoesqueleto asociado, la polarización neuronal, el mantenimiento y la plasticidad de 
axones y dendritas, el transporte a lo largo de estas estructuras, y el funcionamiento 
sináptico (92,103,104).  

Por tanto, el desarrollo embrionario, especialmente del cerebro, es un proceso que 
exige altos niveles de energía, por lo que el correcto funcionamiento de las mitocondrias se 
considera esencial para satisfacer las demandas energéticas, además de regular la 
proliferación y la diferenciación neuronal (91,100). Diversos estudios demuestran que 
mutaciones en el mtDNA o en proteínas implicadas en la actividad mitocondrial conducen a 
una diferenciación neuronal deficiente como consecuencia de una disfunción mitocondrial 
(105–107). De hecho, los síndromes neurológicos suelen ser la presentación clínica más 
común en los trastornos mitocondriales como el síndrome de Kearns-Sayre, NARP, MELAS, 
MERRF o, en concreto, el síndrome de Leigh que se desarrolla como consecuencia de un 
déficit importante en la producción de energía en el cerebro en desarrollo (108,109). 

I.5.3. Xenobióticos OXPHOS y neurotoxicidad del desarrollo 

Los xenobióticos OXPHOS alteran la homeostasis mitocondrial por su acción sobre la 
replicación, la transcripción, la traducción mitocondrial o, directamente, sobre la función 
OXPHOS. Dada la importancia de la mitocondria en el desarrollo neuronal y la neurogénesis, 
cualquier insulto sobre esta puede llevar a defectos en el establecimiento de las neuronas.  

Variedad de xenobióticos OXPHOS, entre ellos algunos fármacos comercializados en la 
actualidad o tóxicos ambientales, afectan a la diferenciación neuronal en modelos in vitro. 
Concretamente, la disfunción mitocondrial asociada a la exposición a estos compuestos 
conlleva una diferenciación ineficiente y una falta de maduración de las neuronas, 
incluyendo neuritogénesis y sinaptogénesis incompleta, alteración en la producción de 
neurotransmisores, o déficits de proteínas específicas de la ruta dopaminérgica (107,110–
113). Asimismo, multitud de estudios realizados en modelos animales con exposición 
prenatal o perinatal a diversos xenobióticos OXPHOS, principalmente tóxicos ambientales, 
han demostrado capacidades motoras disminuidas, reducción de la cantidad de neuronas 
dopaminérgicas en la SN, o caída de los niveles del neurotransmisor dopamina o de 
moléculas de la ruta dopaminérgica, como la tirosina hidroxilasa (TH) o DAT (82,88,114–125).  
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En resumen, la neurogénesis disminuida podría tener repercusión en el desarrollo de la 
PD. Dado que la función OXPHOS es importante para la neurogénesis, que se produce en las 
primeras etapas de establecimiento del sistema nervioso, una exposición temprana a 
xenobióticos OXPHOS podría predisponer al individuo a padecer la PD en la edad adulta.  

I.6. La terapia antirretroviral  

Desde que se identificó el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) como agente 
causante del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (AIDS), hace ya cuatro décadas, en 
torno a 85,6 millones de personas han contraído la infección por HIV y 40,4 millones de 
personas han muerto por enfermedades relacionadas con el AIDS (126). Gracias al desarrollo 
de la terapia antiviral, tanto la morbilidad como la mortalidad asociada a la infección por HIV 
ha mejorado considerablemente, aumentando la esperanza de vida y retrasando o 
previniendo la progresión del AIDS (127,128).  

La terapia antirretroviral combinada (ART) ha conseguido suprimir casi en su totalidad 
la replicación viral en la mayoría de los pacientes con HIV en tratamiento. Dicha terapia se 
basa en la administración simultanea de fármacos con distintas dianas sobre el ciclo de vida 
del virus (127,128). Los nucleósidos inhibidores de la transcriptasa reversa (NRTI) fueron la 
primera clase de drogas antirretrovirales aprobadas contra el HIV, concretamente la 
zidovudina, también conocida como azidotimidina (AZT). Estos fármacos actúan inhibiendo 
la transcriptasa reversa del virus, cuya función se basa en la síntesis de DNA bicatenario a 
partir del RNA monocaternario viral, un paso esencial en el proceso de replicación del virus. 
Durante la transcripción, los NRTI se introducen en el sitio activo de la enzima provocando la 
terminación temprana del DNA proviral. Estos compuestos se consideran prodrogas, ya que 
en el interior celular se convierten en derivados trifosforilados para ser funcionalmente 
activos (127–129). Desde entonces, se han desarrollado diversos tipos de fármacos entre los 
que se incluyen los inhibidores de la proteasa (PI), como el atazanavir (ATV). La proteasa 
vírica escinde las poliproteínas precursoras virales para generar las proteínas maduras 
necesarias para la formación del virión, proceso clave en la maduración del virus. Estos PI 
están diseñados para bloquear la proteasa viral mimetizando el estado de transición con el 
sustrato (127,128,130,131). Los últimos fármacos en ser desarrollados han sido los 
inhibidores de la integrasa (INI), como el raltegravir (RAL). La integrasa viral actúa 
incorporando el DNA bicatenario viral en el DNA de la célula huésped mediante un enlace 
covalente entre ambas cadenas. En concreto, los inhibidores de la transferencia de la cadena 
de la integrasa (INSTI), actualmente los únicos INI aprobados para el tratamiento contra el 
HIV, se basan en inhibir el dominio catalítico de la enzima de forma que se bloquea la 
transferencia de la cadena (127,128,132). Aunque en su mayoría dichos tratamientos suelen 
tolerarse bien, pueden presentar efectos adversos conocidos, o todavía desconocidos, tanto 
a corto como a largo plazo. 
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Entre los efectos secundarios destaca la toxicidad mitocondrial producida por la 
exposición a NRTI. Estos fármacos, además de inhibir la transcriptasa reversa del virus, 
presentan afinidad variable por la POLG. En base a dicha interacción con la polimerasa 
mitocondrial se propuso la “hipótesis de la DNA polimerasa γ” como eje central de la 
toxicidad producida por NRTI. Dicha teoría se fundamenta en la disminución de los niveles 
de mtDNA por la exposición a esta clase de drogas, lo que conduce a una caída en la síntesis 
de proteínas mitocondriales implicadas en la OXPHOS causando privación de energía. Como 
resultado de la alteración en OXPHOS se produce una mayor fuga de electrones, provocando 
un aumento de ROS que puede dañar tanto estructuras mitocondriales como el propio 
mtDNA. Finalmente, el entorno generado se manifiesta como disfunción mitocondrial (133–
136). A pesar de los estudios que han correlacionado una disminución en los niveles de 
mtDNA con la presencia de NRTI, otros casos han descrito alteraciones mitocondriales en 
ausencia de depleción o inhibición de la síntesis del mtDNA. Por ende, la hipótesis de la DNA 
polimerasa γ sería insuficiente para explicar la toxicidad producida por estos fármacos. 
Actualmente, dicha toxicidad se considera que puede ser originada por diversos eventos de 
carácter multifactorial que pueden no ser compartidos por todos los fármacos 
pertenecientes a esta clase. Dada su naturaleza como análogos de nucleósidos o nucleótidos, 
podrían producir desequilibrios en el pool de estos compuestos tanto a nivel celular como 
mitocondrial, alterando el correcto funcionamiento de variedad de reacciones que requieren 
de estas moléculas como sustrato. Por tanto, los mecanismos de toxicidad propuestos 
incluyen, entre otros, la inhibición de quinasas endógenas, transportadores de nucleósidos 
o complejos del sistema OXPHOS de forma directa, aunque también podrían afectar a la 
fosforilación o el ensamblaje de estos complejos de la ETC. De manera que la ausencia de 
depleción del mtDNA no debería interpretarse como la ausencia de toxicidad, debido al 
alcance de los efectos mitocondriales y metabólicos de los NRTI. Independientemente de la 
acción del fármaco, el resultado final se refleja en una disminución de la síntesis de ATP (137–
139).  

I.6.1. Contribución de la terapia antirretroviral a los trastornos neurodegenerativos 

Desde la aplicación de la ART se ha conseguido evitar casi por completo los casos de 
demencia grave asociada al HIV, gracias a la reducción de la replicación vírica hasta niveles 
mínimos o indetectables en el sistema nervioso central. Sin embargo, el uso de fármacos 
antirretrovirales se podría relacionar con trastornos neurocognitivos como consecuencia de 
sus efectos adversos, entre ellos la toxicidad mitocondrial, que forma parte de la patología 
de múltiples enfermedades neurodegenerativas (140). Estudios in vitro han demostrado que 
el tratamiento con antirretrovirales, concretamente NRTI, provoca alteraciones 
mitocondriales en modelos neuronales que incluyen disfunción del sistema OXPHOS o 
alteraciones de la homeostasis mitocondrial (141,142). Asimismo, estudios poblacionales 
han asociado la ART con la aparición de síntomas parkinsonianos indistinguibles de la PD 
idiopática (143–145). Teniendo en cuenta estos resultados, parece que la ART podría generar 



Introducción 

 24 

un entorno nocivo que aceleraría el proceso de envejecimiento. De esta forma, el daño 
neuronal asociado actuaría como desencadenante de enfermedades neurodegenerativas 
como la PD.   

I.6.2. Tratamiento antirretroviral perinatal 

El inicio de la ART inmediatamente después del diagnóstico del HIV ha mejorado 
considerablemente la esperanza de vida de las personas infectadas. Desde entonces, la 
población de mujeres infectadas por HIV que reciben tratamiento a lo largo del embarazo y, 
por tanto, la cantidad de niños expuestos a fármacos antirretrovirales in utero ha aumentado 
drásticamente. De hecho, a diferencia de la mayoría de los fármacos, dicha terapia se 
recomienda administrar en el embarazo y la lactancia para evitar la transmisión vertical del 
virus, e incluso se incluye la profilaxis postnatal en los regímenes de administración (146–
148). 

La terapia perinatal conlleva la exposición a fármacos antirretrovirales durante las 
primeras etapas de formación del individuo, pudiendo producir alteraciones que afecten al 
correcto desarrollo del organismo. La disfunción mitocondrial derivada del tratamiento 
antirretroviral se ha determinado en múltiples seguimientos realizados a niños no infectados 
expuestos a ART, principalmente AZT o combinaciones con este. Estos mostraban actividades 
reducidas de los complejos de la ETC asociadas a sintomatología clínica, histopatología y/o 
bioquímica similar a la observada en niños con enfermedades mitocondriales congénitas 
(149,150). Otros análisis han descrito alteraciones del mtDNA, aumento del estrés oxidativo, 
morfología mitocondrial aberrante o desregulación metabólica en niños, tejidos como 
cordón umbilical o placenta, y modelos animales (151–156). Aunque los casos graves de 
disfunción mitocondrial durante el embarazo suelen ser raros, la toxicidad producida podría 
tener consecuencias adversas en etapas posteriores de la vida. 

Algunos estudios han relacionado la alteración de la función mitocondrial con síntomas 
neurológicos o anomalías cerebrales en niños expuestos a ART (149,150). Investigaciones 
posteriores han demostrado alteraciones en la capacidad proliferativa de NSC, la 
neurogénesis y el desarrollo tanto morfológico como funcional de modelos neuronales in 
vitro, y en la neurogénesis prenatal en modelos in vivo (142,152,157,158). También se ha 
informado de daños morfológicos mitocondriales, así como depleción del mtDNA en cerebro 
de primates expuestos in útero (156). En definitiva, la exposición perinatal a ART podría 
predisponer al individuo a padecer enfermedades neurológicas asociadas a disfunción 
mitocondrial.
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

II.1. Hipótesis 

La teoría DOHaD sugiere que los factores ambientales a los que está expuesto un 
individuo durante el periodo prenatal, neonatal y la infancia están asociados al estado de 
salud en la edad adulta y la vejez, siendo factores de riesgo para el desarrollo de 
enfermedades.  

La terapia antirretroviral se emplea para el tratamiento crónico de infección por HIV y, 
de manera excepcional a lo normalmente recomendado, su régimen de administración se 
extiende al embarazo ya que evita la transmisión del virus de madre a hijo. Esta terapia 
incluye la combinación de diferentes fármacos con dianas específicas, entre las que se 
encuentran los inhibidores de la transcriptasa reversa como la azidotimidina. Estos 
compuestos podrían provocar complicaciones mitocondriales. De hecho, existe evidencia de 
patología mitocondrial en pacientes infectados con HIV en tratamiento con estos 
medicamentos. 

La mitocondria se considera la principal fuente de energía de la célula por su función 
OXPHOS. Dado que la neurogénesis se trata de un proceso con una gran demanda 
energética, el sistema OXPHOS debe ser importante para la diferenciación neuronal. Dicha 
neurogénesis se produce principalmente durante el desarrollo fetal. Por tanto, una 
alteración de la función mitocondrial producida durante este periodo prenatal podría 
desencadenar un fallo en la neurogénesis con consecuencias negativas en el futuro. 

Por otro lado, se conocen las implicaciones mitocondriales en la enfermedad de 
Parkinson. Los enfermos de Parkinson presentan fallos en el sistema nigroestriatal debido a 
la degeneración de las neuronas dopaminérgicas. Se ignora la etiología del Parkinson, 
aunque se considera una enfermedad multifactorial asociada a diversas posibles causas 
entre las que se encuentra la disfunción mitocondrial.  

En resumen, la hipótesis de esta tesis doctoral propone que la exposición prenatal a 
xenobióticos OXPHOS, en particular a inhibidores de la transcriptasa reversa, reduciría la 
capacidad OXPHOS y podría alterar la diferenciación de neuronas dopaminérgicas durante el 
desarrollo fetal y, en consecuencia, causar una predisposición patológica en el individuo 
adulto para padecer la enfermedad de Parkinson.  
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II.2. Objetivos 

Como objetivo principal nos planteamos estudiar el efecto de la ART, recomendada 
contra el HIV y administrada durante el embarazo, sobre el desarrollo del sistema nervioso. 
Concretamente, evaluar el impacto de estos xenobióticos sobre la neurogénesis, en 
particular la diferenciación de neuronas dopaminérgicas. 

1. Caracterización y diferenciación de las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y 
y las células madre neurales humanas (hNSC) como modelos celulares in vitro para 
el estudio de la neurogénesis. 

2. Análisis del efecto de fármacos empleados en la terapia antirretroviral, 
administrados durante la diferenciación neuronal de las SH-SY5Y y las hNSC, sobre 
la función OXPHOS y la capacidad de diferenciación neuronal. 

3. Estudio funcional, anatomo-patológico y genético-molecular de ratones 
envejecidos cuyas madres fueron expuestas al AZT en el embarazo.
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

III.1. Caracterización de los modelos celulares 

Los modelos celulares presentan ciertas limitaciones, ya que se consideran sistemas 
sencillos que en muchos casos no reproducen el microambiente celular encontrado en un 
organismo. En cambio, constituyen una buena alternativa para el estudio de algunas 
enfermedades puesto que permiten el uso de modelos de origen humano, con tiempos de 
experimentación más cortos, mayor reproducibilidad, y mayor simplicidad para el estudio de 
mecanismos moleculares concretos (159–162). 

La inaccesibilidad a poblaciones neuronales vivas de pacientes con PD constituye una 
barrera importante a tener en cuenta en la investigación de esta enfermedad. Por ello, los 
modelos celulares con características similares a las neuronas afectadas en la PD han sido de 
gran relevancia en el estudio de rutas bioquímicas implicadas en la patogenia de la 
enfermedad. Estos modelos se han empleado para reproducir alteraciones causadas por 
mutaciones asociadas a la PD, estudiar la toxicidad de determinadas sustancias relacionadas 
con el desarrollo de la enfermedad, o cribar compuestos terapéuticos (159–162). Para el 
desarrollo de la tesis se emplearon la línea celular de neuroblastoma humano SH- SY5Y y 
células madre neurales humanas (hNSC) derivadas de células madre pluripotentes inducidas 
humanas (hiPSC), desarrolladas en nuestro laboratorio a partir de fibroblastos (163). 

III.1.1. Caracterización genética  

Debido a la posibilidad de contaminación cruzada descrita en algunas líneas celulares, 
se realizó un perfil short tandem repeat (STR) para autentificar la línea celular SH-SY5Y, 
analizando un total de 16 marcadores. Este perfil STR consiste en el análisis de secuencias 
cortas en tándem altamente polimórficas dispersas por el genoma (107,164,165). 
Comparando la huella genética resultante con el perfil STR disponible en la base de datos 
American Type Culture Collection (ATCC), se obtuvo una concordancia total con los 9 
marcadores disponibles. De este modo, se verificó la autenticidad de la línea empleada 
(Tabla III.1) (107). 

Tabla III.1. Huella genética nuclear de la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y. CHR, 
cromosoma; STR, short tandem repeat; ATCC, American type culture collection. (107) 
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Las líneas celulares cultivadas durante periodos de tiempo prolongados pueden sufrir 
alteraciones en el cariotipo, no solo por sus características genéticas, sino por las condiciones 
de cultivo (166). También se han descrito alteraciones cromosómicas producidas durante el 
proceso de reprogramación para la obtención de hiPSC (167–169). Por todo ello, para 
comprobar la estabilidad cromosómica, se analizó del cariotipo tanto de la línea SH-SY5Y 
como de las hiPSC que dieron origen a las hNSC empleadas (Figura III.1) (107,163). 

 
Figura III.1. Cariotipo de los modelos celulares empleados. En la parte superior de cada cariotipo se muestra 
el nombre de la línea celular. Debajo de cada uno se indica el número de metafases analizadas y el número 
modal de los cromosomas cuantificados (n) y los cromosomas sexuales. Se muestran imágenes 
representativas de los cariotipos obtenidos para cada línea, con los pares de cromosomas ordenados según 
morfología y tamaño (cariograma). hiPSC, Célula madre pluripotente inducida humana. (107,163) 

En el cariotipado de la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, se analizaron 
20 metafases que mostraron un rango entre 46 – 48 cromosomas, siendo el número modal 
de 47 (107). Las anomalías cromosómicas observadas fueron ins(1q), +7, ?der(8)(q24), 
add(9)(q34?), der(22)add(22)(q13), coincidiendo con las alteraciones reportadas 
anteriormente (170–173). Por otro lado, el estudio del cariotipo de la línea celular de hiPSC 
se analizaron 21 metafases, obteniendo en todos los casos un número de cromosomas igual 
a 46, sin alteraciones cromosómicas reseñables (163). En base a estos resultados, las líneas 
celulares se consideraron suficientemente estables para ser buenos modelos celulares. 

III.1.2. Diferenciación a neurona madura 

La línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, derivada de la línea parental SK-N-
SH establecida a partir de un neuroblastoma metastásico en 1970, ha sido ampliamente 
utilizada en la investigación neurocientífica como modelo celular neuronal, incluyendo el 
estudio de la PD. Las células SH-SY5Y presentan propiedades similares a las neuronas, 
destacando la expresión de marcadores neuronales y la síntesis de varios neurotransmisores, 
entre ellos la dopamina. Esta línea celular permite la diferenciación in vitro hacia un fenotipo 
neuronal funcionalmente maduro, adquiriendo características morfológicas, bioquímicas, 
ultraestructurales y electrofisiológicas que le hacen asemejarse más a las neuronas 
(160,161,174–177) 



  Resultados y discusión 

 37 

Durante la diferenciación de las células SH-SY5Y, se realizó un análisis con el módulo 
Neurotrack del sistema Incucyte® que permitió obtener imágenes de contraste de fase 
donde se observaron cambios morfológicos. Las células diferenciadas mostraron mayor 
polaridad, formando agrupaciones de cuerpos neuronales y extendiendo neuritas 
ramificadas (Figura III.2 A). Al cuantificar estos parámetros, se confirmó un aumento 
significativo tanto en la longitud de las neuritas como en su ramificación comparando las 
células diferenciadas con las células sin diferenciar al comienzo del proceso (Figura III.2 B). 
Estos cambios morfológicos se asocian a un incremento de los niveles de expresión del mRNA 
del marcador neuronal βIII-tubulina (TUBB3) en las células diferenciadas (Figura III.2 C), que, 
como constituyente principal de los microtúbulos, permite la adecuada orientación y el 
mantenimiento de los axones. 

 
Figura III.2. Diferenciación de la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y. A) A la izquierda se muestra una 
imagen representativa de las células SH-SY5Y al inicio de la diferenciación. A la derecha se muestra una 
imagen representativa de las células SH-SY5Y tras los 7 días de diferenciación. Las imágenes se tomaron con 
el software del equipo Incucyte®. B) Parámetros extraídos con el módulo Neurotrack del sistem Incucyte® 
para el análisis de la diferenciación neuronal. Cada medida extraída de un pocillo concreto se normaliza 
frente a la cuantificación celular existente a tiempo cero en este.  Longitud de neuritas; SD: 100,0 ± 5,6 (6); 
D: 163,7 ± 40,8 (6). Ramificación de neuritas; SD: 100,0 ± 3,4 (6); D: 318,9 ± 65,0 (6). C) Niveles de mRNA del 
marcador neuronal TUBB3 determinados por qPCR normalizados por GAPDH. SD: 100,0 ± 12,4 (7); D: 364,8 
± 38,2 (7). Los valores medios de las células sin diferenciar se consideran el 100 %. Prueba t de Student 
desapareado: && p ≤ 0,01 (vs. SD); &&&& p < 0,0001 (vs. SD). SD, sin diferenciar; D, diferenciadas; TUBB3, 
βIII-tubulina; GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 
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Gracias a su similitud con las neuronas y su capacidad de diferenciación, las células SH-
SY5Y se han consolidado como un modelo neuronal sumamente útil en el estudio de 
procesos metabólicos y funcionales asociados a la neurodegeneración vinculada a la PD, 
como la disfunción mitocondrial. Una de las principales ventajas de este modelo celular 
deriva de su origen metastásico, ya que le proporciona la capacidad de proliferación 
ilimitada. En cambio, este mismo origen hace que la línea celular presente aneuploidía, 
influyendo en sus condiciones fisiológicas y distanciándolas del funcionamiento normal de 
una célula euploide (160,175). 

El desarrollo de las primeras células madre pluripotentes inducidas (iPSC) murinas por 
Takahasi y Yamanaka en 2006 revolucionó el ámbito de la investigación en lo que se refiere 
a modelos celulares. Esta técnica se basa en la reprogramación de células somáticas 
mediante la transfección de varios factores de transcripción (178). Más tarde, consiguieron 
generar iPSC desde fibroblastos humanos, con propiedades similares a las células madre 
embrionarias y capacidad de diferenciarse a las distintas capas germinales (179). La 
generación de hiPSC en el campo de la PD se ha centrado en desarrollar modelos neuronales 
derivados de pacientes, principalmente con mutaciones asociadas a la enfermedad, con el 
objetivo de dilucidar mecanismos patológicos, testar potenciales agentes farmacológicos e 
investigar sobre una posible terapia celular (160,161,180–183). En nuestro laboratorio, se 
generaron hiPSC a partir de fibroblastos control, que fueron diferenciadas en un proceso de 
dos fases hasta alcanzar el fenotipo de neurona madura, pasando por el estado de célula 
madre neural (NSC) (163). La posibilidad de trabajar con estas hNSC suponía una mejora 
respecto al modelo neuronal anterior, la línea celular SH-SY5Y, que tiene origen 
neuroblástico. A diferencia de esta última, las hNSC proporcionan un modelo celular 
euploide con capacidad de diferenciación a neurona madura, simulando el proceso de 
neurogénesis acontecido en el desarrollo cerebral.  

Tras la semana de diferenciación de las hNSC a neurona, al igual que en la línea SH-SY5Y, 
se observaron cambios morfológicos donde las neuronas maduras presentaban gran 
polaridad, formando notables agrupaciones de los somas y extendiendo largas proyecciones 
ramificadas. Estas neuritas lograban formar estructuras similares a las redes neuronales con 
conexiones entre ellas (Figura III.3 A). En la cuantificación de estos parámetros, se determinó 
un incremento significativo en la longitud y la ramificación de las neuritas al comparar las 
neuronas diferenciadas con las hNSC previas a la diferenciación (Figura III.3 B). Estas largas 
neuritas necesitan una remodelación del citoesqueleto para crecer y mantenerse; en 
consecuencia, los niveles de mRNA de TUBB3 se multiplicaron de forma significativa en las 
neuronas maduras (Figura III.3 C). 
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Figura III.3. Diferenciación de las células madre neurales humanas (hNSC). A) A la izquierda se muestra una 
imagen representativa de las células hNSC en el momento de comienzo de la diferenciación. A la derecha se 
muestra una imagen representativa de las células tras los 7 días de diferenciación. Las imágenes se tomaron 
con el software del equipo Incucyte®. B) Parámetros extraídos con el módulo Neurotrack del 
sistema Incucyte® para el análisis de la diferenciación neuronal. Cada medida extraída de un pocillo concreto 
se normaliza frente a la cuantificación celular existente a tiempo cero en este. Longitud de neuritas; SD: 
100,0 ± 16,3 (6); D: 219,6 ± 54,1 (6). Ramificación de neuritas; SD: 100,0 ± 8,9 (6); D: 253,0 ± 56,4 (6). C) 
Niveles de mRNA del marcador neuronal TUBB3 determinados por qPCR normalizados por GAPDH. SD: 100,0 
± 5,6 (6); D: 518,9 ± 42,9 (6). Los valores medios de las células sin diferenciar se consideran el 100 %. Prueba 
Mann Whitney: && p ≤ 0,01 (vs. SD). SD, sin diferenciar; D, diferenciadas; TUBB3, βIII-tubulina; GAPDH, 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 

La capacidad de diferenciación de ambos modelos celulares es fundamental para el 
desarrollo de esta tesis, dado que el objetivo principal es el estudio del efecto de la ART sobre 
el desarrollo neuronal, que supone la diferenciación de células madre neurales a neuronas 
maduras. Tanto en la línea SH-SY5Y diferenciada como en las neuronas derivadas de hNSC se 
consiguió formar una red con largas extensiones de neuritas, aumentando la expresión del 
mRNA de la TUBB3, uno de los principales marcadores neuronales. 
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III.2. Efecto de la azidotimidina sobre la diferenciación neuronal en el modelo 
de neuroblastoma humano SH-SY5Y 

La terapia antirretroviral ha supuesto un gran avance en la lucha contra el HIV, ya que 
ha aumentado la esperanza de vida de las personas afectadas, además de evitar la trasmisión 
materno-fetal. La zidovudina o azidotimidina (AZT), primera droga antirretroviral autorizada, 
pertenece a la clase de fármacos NRTI que afectan a la replicación del virus por inhibición de 
la transcriptasa reversa. Este fármaco, ampliamente utilizado para el tratamiento del HIV, se 
ha asociado con alteraciones de la homeostasis mitocondrial produciendo disfunción del 
sistema OXPHOS. A su vez, los NRTI también se han relacionado con trastornos neurológicos 
que podrían estar causados por su toxicidad mitocondrial.   

Para estudiar los efectos del AZT, se empleó una concentración similar a la máxima 
encontrada en plasma humano que se encuentra en torno a 5 µM (157,184). También se 
incluyó una concentración diez veces superior. 

III.2.1. Parámetros funcionales de la mitocondria 

El tratamiento con AZT a 5 µM durante la diferenciación de la línea SH-SY5Y no afectó a 
los niveles de ATP mitocondrial (Figura III.4 A). Asimismo, esta misma dosis de fármaco no 
alteró el consumo de oxígeno respecto al control. Sin embargo, al aumentar la concentración 
de AZT, la respiración endógena disminuyó de forma significativa (Figura III.4 B). Alteraciones 
en la respiración mitocondrial causada por AZT se han observado en modelos neuronales y 
otros tipos celulares con concentraciones variables de fármaco (141,185–187). De hecho, 
estudios previos han demostrado que la dosis de 5 µM afecta al consumo de oxígeno en la 
línea SH-SY5Y diferenciada con 5 mM de galactosa, en ausencia de glucosa (107). Por tanto, 
a pesar de que no se observaron cambios significativos en los parámetros funcionales con la 
concentración de 5 µM, estos resultados muestran que el AZT puede afectar a la actividad 
mitocondrial de neuronas derivadas de SH-SY5Y en presencia del fármaco. 

 
Figura III.4. Parámetros funcionales mitocondriales de la línea SH-SY5Y tras la diferenciación a neurona en 
presencia de AZT. A) Niveles de ATP mitocondrial por célula viable. C: 100,0 ± 10,2 (8); AZT5: 104,1 ± 13,8 
(8). B) Respiración endógena por mg de proteína. C: 100,0 ± 31,0 (4); AZT5: 95,0 ± 4,5 (4); AZT50: 63,8 ± 6,6 
(4). Los valores medios de las células diferenciadas sin tratar se consideran el 100 %. Prueba ANOVA + 
Dunnett: * p ≤ 0,05 (vs. C). AZT, azidotimidina; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas 
en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 
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III.2.2. Estudio de la diferenciación neuronal 

La diferenciación a neurona de la línea de neuroblastoma SH-SY5Y se analizó con el 
módulo Neurotrack del sistema Incucyte®. El análisis de los parámetros proporcionados 
determinó que ambas concentraciones de AZT reducían significativamente tanto la 
extensión como la ramificación de las neuritas comparado con la línea diferenciada sin tratar 
(Figura III.5).  

 
Figura III.5. Análisis de la diferenciación neuronal de la línea SH-SY5Y en presencia de AZT. A) Longitud de 
neuritas/cell-body clusters. C: 100,0 ± 9,4 (6); AZT5: 70,8 ± 2,8 (6); AZT50: 83,6 ± 8,6 (6). B) Ramificación de 
neuritas/cell-body clusters. C: 100,0 ± 9,4 (6); AZT5: 68,4 ± 4,1 (6); AZT50: 81,5 ± 9,7 (6). Ambos parámetros 
fueron analizados con el módulo Neurotrack del sistema Incucyte®. Cada medida extraída de un pocillo 
concreto se normaliza frente a la cuantificación celular existente a tiempo cero en este. Los valores medios 
de las células diferenciadas sin tratar se consideran el 100 %. Prueba ANOVA + Dunnett: ** p ≤ 0,01 (vs. C); 
**** p < 0,0001 (vs. C). AZT, azidotimidina; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en 
presencia de AZT 5 μM; AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 

El crecimiento de los axones se asocia a una redistribución del citoesqueleto. Como ya 
se observó previamente, la extensión de neuritas durante la diferenciación de la línea SH-
SY5Y produce un aumento de los niveles de mRNA de proteínas que forman parte de los 
microtúbulos (Figura III.6). La TUBB3 permite la orientación y el mantenimiento de los 
axones; a su vez, la proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP2) parece estar involucrada en 
endurecer y estabilizar estos microtúbulos. Ambos marcadores neuronales muestran 
incrementos significativamente más bajos de los niveles de mRNA en las células 
diferenciadas en presencia de 5 µM de AZT respecto al control diferenciado (Figura III.6). 
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Figura III.6. Niveles de mRNA de marcadores neuronales de la línea SH-SY5Y tras la diferenciación a 
neurona en presencia de AZT. A) Niveles de mRNA de TUBB3 normalizados por GAPDH determinados por 
qPCR. SD: 100 ± 12,4 (7); C: 364,8 ± 38,2 (7); AZT5: 237,1 ± 66,6 (7). B) Niveles de mRNA de MAP2 
normalizados por GAPDH determinados por qPCR. SD: 100 ± 14,0 (7); C: 168,0 ± 16,5 (7); AZT5: 103,1 ± 30,9 
(7). Los valores medios de las células sin diferenciar sin tratar (SD) se consideran el 100 %, representado por 
la línea de puntos. Prueba t de Student desapareado: &&&& p < 0,0001 (vs. SD); *** p ≤ 0,001 (vs. C). AZT, 
azidotimidina; TUBB3, βIII-tubulina; MAP2, proteína asociada a microtúbulos 2; GAPDH, gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 
5 μM; AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 

Múltiples estudios acerca de xenobióticos OXPHOS han confirmado sus efectos sobre la 
diferenciación de distintos tipos celulares, incluyendo la generación de neuronas (107,188–
190). De hecho, varios tóxicos mitocondriales han sido utilizados para estudiar y modelar la 
disfunción neuronal, tanto en la línea SH-SY5Y como en otros modelos celulares 
(112,113,191–193). Del mismo modo, existen estudios sobre AZT donde se muestra que este 
fármaco puede producir alteraciones estructurales y funcionales en modelos neuronales 
(107,157,194). En nuestro caso, las alteraciones morfológicas observadas tras la 
diferenciación de la línea SH-SY5Y en presencia de AZT, caracterizadas por una menor 
extensión y ramificación de las neuritas, se asociaron a una disminución de los niveles de 
mRNA de marcadores neuronales en comparación con las células control. 

A pesar de no obtener una evidencia clara de afectación mitocondrial a bajas 
concentraciones de AZT en las células SH-SY5Y, podría ser que los defectos observados 
durante la obtención de neuronas maduras estén relacionados con una disfunción 
mitocondrial, dada la cantidad de estudios que asocian los NRTI con problemas en la 
mitocondria. El uso de una línea de origen metastásico podría influir en el metabolismo 
celular, ya que estas células presentan mayor actividad glucolítica, pudiendo ser menos 
dependientes del sistema OXPHOS (102). En consecuencia, estas alteraciones mitocondriales 
podrían tener un menor impacto. En resumen, nuestros resultados sugieren que 
concentraciones de AZT similares a las encontradas en el plasma de pacientes tratados 
podrían tener efectos en la diferenciación neuronal, posiblemente asociados a una 
afectación de la homeostasis mitocondrial. 
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La línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y es un modelo celular ampliamente 
utilizado, con la ventaja de tener fondo genético humano. Estas células se encuentran a 
disposición de toda la comunidad científica, de hecho, nuestro laboratorio tiene una extensa 
experiencia en su uso. Sin embargo, las células SH-SY5Y tiene origen tumoral y, a pesar de su 
estabilidad genética, presentan determinadas aberraciones cromosómicas y trisomía del 
cromosoma 7. Por ello, tras el desarrollo y la optimización de la diferenciación de hNSC en el 
laboratorio, se decidió continuar con los experimentos en esta nueva línea generada. Como 
se describe previamente, estas células derivan de una línea iPSC obtenida en nuestro grupo 
a partir de fibroblastos control. En consecuencia, existe una variabilidad en los estudios con 
hNSC inherente al origen o la procedencia de la línea. Aunque los experimentos con hNSC 
suelen ser más costosos comparados con las células SH-SY5Y debido a las condiciones de 
mantenimiento de este tipo de línea celular, su origen euploide y su capacidad de 
diferenciación la convierten en un modelo celular idóneo para el desarrollo de esta tesis. 
Pocos estudios publicados emplean el modelo de NSC para investigar los efectos de los 
antirretrovirales, incluido el AZT. Al realizar la búsqueda con los términos “((neural stem cell) 
OR (NSC)) AND (antiretroviral)” en la base de datos PubMed, se encuentran en torno a 100 
resultados; tras restringirla a AZT, únicamente se obtienen 16 referencias. El uso de estas 
células permite estudiar los efectos del AZT sobre un proceso de neurogénesis más similar al 
fisiológico, proporcionando unas características bioquímicas y funcionales más semejantes a 
las de una neurona. 

III.3. Efecto de la azidotimidina sobre la diferenciación neuronal en el modelo 
de células madre neurales 

Tras confirmar alteraciones en la diferenciación neuronal de las células SH-SY5Y debidas 
a la presencia de AZT, se continuaron los estudios en el modelo celular hNSC. Dado que la 
ART consta de una combinación de varios fármacos con diferentes dianas sobre el HIV, se 
evaluó el efecto de dos clases adicionales de antirretrovirales en la diferenciación de las hNSC 
a neurona madura. Se emplearon el atazanavir (ATV) como inhibidor de la proteasa viral y el 
raltegravir (RAL) como inhibidor de la integrasa viral, exponiendo las células a 
concentraciones similares a las máximas encontradas en plasma humano que se encuentran 
en torno a 3 µM y 15 µM, respectivamente (195–198). También se incluyó una concentración 
diez veces superior para ambos fármacos. En ningún caso se obtuvo un efecto determinante 
sobre parámetros mitocondriales ni una disminución en la diferenciación neuronal (Ver 
resultados en Anexo 1. ). Teniendo en cuenta estos resultados, junto con el costoso uso de 
esta línea celular, la mayoría de los experimentos se centraron en el antirretroviral AZT, del 
cual constan evidencias suficientes sobre sus efectos secundarios sobre la mitocondria. 

 

 



Resultados y discusión 

 44 

III.3.1. Parámetros bioquímicos y funcionales de la mitocondria 

La diferenciación de células madre a células diferenciadas maduras conlleva un cambio 
metabólico desde la glucólisis a la respiración mitocondrial. Esta transición se suele asociar 
a la maduración y la biogénesis mitocondrial, que se acompaña de un aumento de niveles de 
mtDNA, entre otros parámetros. Sin embargo, en nuestro caso, la diferenciación de hNSC a 
neurona madura supuso una disminución en los niveles de mtDNA (Figura III.7). Este 
resultado concuerda con otros estudios que muestran un número de copias invariable o 
disminuido tras la diferenciación a neurona (102,107,199,200). Por el contrario, algunas 
investigaciones sugieren que esta transformación metabólica conlleva variaciones dinámicas 
en el número de copias de mtDNA a lo largo de la diferenciación (94,201). Por tanto, se 
debería tener en cuenta el momento específico en que se determinan los niveles de mtDNA 
durante la diferenciación hacia un destino celular definitivo y la maduración completa de la 
línea. Por otro lado, la normalización con respecto a la masa celular total también puede 
variar los resultados de parámetros como la masa mitocondrial o las copias de mtDNA (199). 

Tras siete días de exposición a AZT durante la diferenciación de las hNSC, se observó una 
menor disminución en los niveles de mtDNA proporcional a la concentración de fármaco, 
siendo este incremento estadísticamente significativo con la dosis alta (Figura III.7).  

 
Figura III.7. Niveles de mtDNA de las hNSC tras la diferenciación a neurona madura en presencia de AZT. 
Datos determinados por qPCR. SD: 100,0 ± 10,5 (6); C: 74,8 ± 7,0 (6); AZT5: 80,7 ± 8,2 (6); AZT50: 88,4 ± 4,9 
(6). Los valores medios de las células sin diferenciar sin tratar (SD) se consideran el 100 % representado por 
la línea de puntos. Prueba t de Student desapareado: &&& p ≤ 0,001 (vs. SD). Prueba ANOVA + Dunnett: ** 
p ≤ 0,01 (vs. C). hNSC, células madre neurales humanas; AZT, azidotimidina; mtDNA, DNA mitocondrial; C, 
células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células 
diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 

Desde los primeros estudios sobre los posibles efectos secundarios de la exposición a 
AZT, este se asoció a un descenso en el número de copias del mtDNA por su afinidad por la 
polimerasa mitocondrial (135). No obstante, estudios posteriores evidenciaron alteraciones 
en el funcionamiento OXPHOS en ausencia de depleción e, incluso, con un aumento de los 
niveles de mtDNA en modelos neuronales y otros tipos celulares (107,137,141,202,203). En 
concreto, un estudio llevado a cabo en células HeLa mostró variaciones en la cantidad de 
mtDNA causadas por la exposición a 800 µM de AZT en función del tiempo de exposición; el 
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contenido de mtDNA aumentaba significativamente en los pases 5 y 11, volvía a unos niveles 
similares al control en el pase 35, y disminuía de forma significativa en el pase 71. Los autores 
propusieron que este aumento transitorio del número de copias del mtDNA podría ocurrir 
como un evento compensatorio temprano ante los efectos del AZT que, tras la exposición 
crónica, conduce a una pérdida del mtDNA (204). Resultados similares se obtuvieron en las 
células K562 expuestas a AZT durante 72 días, aunque en este caso no se produjo depleción 
en los pases avanzados (205). En adelante, se han determinado otras dianas del AZT como 
transportadores de nucleósidos, quinasas o complejos del sistema OXPHOS (137,139,206).  

Para evaluar los efectos del AZT sobre los RNA mitocondriales, se analizaron los niveles 
de expresión de algunos genes codificados en el mtDNA mediante qPCR. A pesar de que en 
ningún caso los resultados mostraron diferencias significativas, el análisis de la expresión del 
gen MT-RNR1, codificante de la subunidad del rRNA 12S del ribosoma mitocondrial, mostró 
una tendencia al alza en aquellas células diferenciadas en presencia de la concentración más 
elevada de AZT (Figura III.8 A). Asimismo, los niveles de mRNA tanto de MT-ND1 como de 
MT-ND6, ambas subunidades del CI codificadas en el mtDNA, parecían aumentar levemente 
en las neuronas diferenciadas tratadas con esta misma dosis de AZT (Figura III.8 B, C). 

 
Figura III.8. Niveles de mRNA de genes codificados en el mtDNA de las hNSC tras la diferenciación a 
neurona madura en presencia de AZT. A) Niveles de mRNA de MT-RNR1 normalizados por GAPDH 
determinados por qPCR. C: 100,0 ± 34,0 (6); AZT5: 102,2 ± 16,6 (6); AZT50: 132,4 ± 31,1 (5). B) Niveles de 
mRNA de MT-ND1 normalizados por GAPDH determinados por qPCR. C: 100,0 ± 24,7 (6); AZT5: 90,8 ± 19,9 
(6); AZT50: 124,5 ± 11,1 (5). C) Niveles de mRNA de MT-ND6 normalizados por GAPDH determinados por 
qPCR. C: 100,0 ± 17,8 (6); AZT5: 83,4 ± 17,3 (6); AZT50: 111,7 ± 12,7 (5). Los valores medios de las células 
diferenciadas sin tratar se consideran el 100 %. hNSC, células madre neurales humanas; AZT, azidotimidina; 
mtDNA, DNA mitocondrial; mRNA, RNA mensajero; MT-RNR1, 12S rRNA; MT-ND1, NADH deshidrogenasa 1; 
MT-ND6, NADH deshidrogenasa 6; GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; C, células diferenciadas 
sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células diferenciadas en presencia 
de AZT 50 μM. 

Posteriormente, se realizó un estudio de RNA-seq que permitió comprobar la expresión 
de la mayoría de las subunidades de la cadena respiratoria (en el Anexo 2.  se puede ver la 
expresión génica diferencial de todas las subunidades identificadas en el estudio de RNA-
seq). La exposición a AZT durante la diferenciación neuronal de la línea hNSC causó 
alteraciones significativas en la expresión de algunos genes OXPHOS codificados tanto en el 
mtDNA como en el nDNA (Figura III.9). A nivel general, se observó un aumento en la 
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expresión de los genes mitocondriales, junto con una reducción de la expresión de los genes 
nucleares. En concreto, el tratamiento con 50 µM de AZT supuso un incremento significativo 
en los niveles de mRNA de todas las subunidades codificadas en la mitocondria para el CI, así 
como del gen MT-ATP8 codificante para una subunidad de la ATP sintasa; también se observa 
un aumento en los niveles de MT-ATP6 que no alcanza significancia estadística. En cambio, 
la diferenciación en presencia de 50 µM de AZT condujo a una reducción significativa de 
algunos genes nucleares codificantes de subunidades del sistema OXPHOS, 
aproximadamente un tercio de los genes del CI y del CIV, la mitad de los genes del CIII y del 
CV, y la subunidad SDHA del CII. 

 
Figura III.9. Expresión génica diferencial de las subunidades de los complejos del sistema OXPHOS de las 
hNSC tras la diferenciación a neurona madura en presencia de AZT. Se representa la magnitud del cambio 
en log2 obtenida mediante RNA-seq de la expresión de aquellos genes de las subunidades del sistema 
OXPHOS que mostraron diferencias significativas (p-valor ajustado ≤ 0,05) comparado con las hNSC 
diferenciadas en ausencia del fármaco. C (3); AZT5 (3); AZT50 (3). hNSC, células madre neurales humanas; 
AZT, azidotimidina; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; 
AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 
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Para comprobar si los resultados obtenidos en los niveles de mRNA se traducían en 
variaciones en la cantidad de proteína, se evaluaron mediante western blot algunas 
subunidades del sistema OXPHOS. En efecto, aquellas subunidades codificadas en el núcleo 
mostraban una tendencia decadente, alcanzando diferencias significativas para NDUFB8 y 
SDHA en aquellas células diferenciadas en presencia de una dosis alta de AZT (Figura III.10 A-
D). Del mismo modo, la subunidad COX1 codificada en la mitocondria mostraba un aumento, 
siendo significativo en las neuronas expuestas a una concentración elevada de AZT (Figura 
III.10 A, E). 

 
Figura III.10. Determinación de la cantidad de proteína de subunidades de distintos complejos del sistema 
OXPHOS en las hNSC tras la diferenciación a neurona madura en presencia de AZT. A) Imágenes 
representativas de la inmunodetección por western blot de subunidades de complejos del sistema OXPHOS. 
B) Cuantificación de la intensidad de las bandas de NDUFA9 normalizado por CS. C: 100,0 ± 11,4 (4); AZT5: 
91,7 ± 10,6 (4); AZT50: 86,7 ± 7,1 (4). C) Cuantificación de la intensidad de las bandas de NDUFB8 
normalizado por CS. C: 100,0 ± 6,5 (4); AZT5: 91,3 ± 7,4 (4); AZT50: 76,9 ± 14,6 (4). D) Cuantificación de la 
intensidad de las bandas de SDHA normalizado por CS. C: 100,0 ± 8,0 (4); AZT5: 88,6 ± 4,2 (4); AZT50: 79,6 
± 14,3 (4). E) Cuantificación de la intensidad de las bandas de COX1 normalizado por CS. C: 100,0 ± 39,0 (4); 
AZT5: 119,5 ± 37,8 (4); AZT50: 212,9 ± 18,9 (4). Los valores medios de las células diferenciadas sin tratar se 
consideran el 100 %. Prueba ANOVA + Dunnett: * p ≤ 0,05 (vs. C); ** p ≤ 0,01 (vs. C).  hNSC, células madre 
neurales humanas; AZT, azidotimidina; NDUFA9, NADH:ubiquinona oxidorreductasa subunidad A9; 
NDUFB8, NADH:ubiquinona oxidorreductasa subunidad B8; SDHA, succinato deshidrogenasa subunidad A; 
CS, citrato sintasa; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; 
AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 
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Con el objetivo de buscar explicación a los resultados observados, se analizaron los 
niveles de mRNA obtenidos mediante RNA-seq de genes nucleares codificantes de proteínas 
implicadas en alguno de los procesos de la expresión mitocondrial. La exposición a una 
concentración elevada de AZT durante la diferenciación neuronal provocó una reducción de 
los niveles de mRNA en muchos de los genes que mostraban diferencias significativas 
respecto al control sin tratar, ya fueran proteínas implicadas en la transcripción o la 
traducción mitocondrial, el procesamiento y la degradación del mRNA mitocondrial o la 
degradación de proteínas mitocondriales (Ver resultados en Anexo 3). Dado que no se 
produjo un aumento en los niveles de mRNA de proteínas implicadas en la transcripción, 
probablemente el incremento en la cantidad de mRNA mitocondrial sea consecuencia de 
alteraciones en el procesamiento o de una disminución de la tasa de degradación, lo que 
provocaría la acumulación de este mRNA. Asimismo, un proceso semejante podría estar 
ocurriendo a nivel de las proteínas mitocondriales, lo cual explicaría el aumento observado 
en la cantidad de COX1.  

Por último, se evaluó si las variaciones en la expresión de las subunidades de los 
complejos del sistema OXPHOS podían tener repercusión en la función de estos. Los 
resultados mostraron que la exposición a AZT durante la diferenciación neuronal no provocó 
alteraciones en la actividad específica del CIV (Figura III.11 A). Además, como marcador de 
contenido mitocondrial, se determinó la actividad de la citrato sintasa (CS) que se trata de 
una enzima de la matriz mitocondrial codificada en el nDNA que no forma parte del sistema 
OXPHOS. En este caso, el tratamiento con AZT tampoco afectó a la actividad específica de la 
CS (Figura III.11 B). 

 
Figura III.11. Actividad enzimática mitocondrial en las hNSC tras la diferenciación a neurona madura en 
presencia de AZT. A) Actividad específica del CIV. C: 100,0 ± 18,0 (4); AZT5: 132,8 ± 43,3 (4); AZT50: 110,5 ± 
20,1 (4). B) Actividad específica de la CS. C: 100,0 ± 11,1 (4); AZT5: 90,7 ± 24,0 (4); AZT50: 90,5 ± 10,4 (4). 
Los valores medios de las células diferenciadas sin tratar se consideran el 100 %. hNSC, células madre 
neurales humanas; AZT, azidotimidina; CIV, complejo IV; CS, citrato sintasa; C, células diferenciadas sin 
tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células diferenciadas en presencia de 
AZT 50 μM. 
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La existencia de una corregulación entre la expresión mitocondrial y nuclear de genes 
codificantes para el sistema OXPHOS se considera un canon bastante aceptado. Sin embargo, 
algunos artículos han demostrado que, en estado estacionario, los niveles de mRNA de la 
mayoría de las subunidades codificadas en la mitocondria suelen ser más elevados que los 
mRNA codificados en el núcleo (207–209). Asimismo, se han identificado diferencias entre 
las cantidades de mRNA de los genes OXPHOS codificados en el mtDNA (207,210,211). 
Teniendo en cuenta que el mtDNA se transcribe de forma policistrónica, múltiples factores 
pueden estar implicados en estas variaciones, como modificaciones postranscripcionales, 
estabilidad y tasa de degradación de los mRNA, entre otros. (209,210). Concretamente, un 
estudio sobre la expresión en el cerebro primitivo, que incluye el hipotálamo, los ganglios 
basales y la amígdala, mostró una correlación negativa entre la expresión génica de las 
subunidades del mtDNA y del nDNA. Los autores proponen que esta coexpresión negativa 
mtDNA-nDNA actúa como un mecanismo de control para regular el sistema OXPHOS ante 
los altos niveles de transcripción del mtDNA, dado el carácter altamente oxidativo de estas 
regiones cerebrales (212). Cabe destacar que, en determinadas condiciones patológicas 
como la PD o la enfermedad de Alzheimer, se han observado aumentos en los niveles de 
mRNA de algunas subunidades codificadas en la mitocondria, pero no de otras. En algunos 
casos, esto se asocia con el mantenimiento o la reducción de los niveles de mRNA de las 
subunidades codificadas en el núcleo (213–216). Del mismo modo la exposición a 
cloranfenicol, un inhibidor de la síntesis mitocondrial de proteínas, provocó un aumento de 
la cantidad de mRNA codificado en la mitocondria, junto con alteraciones en la expresión de 
genes nucleares de las subunidades OXPHOS (217,218). En concreto, en la línea SH-SY5Y la 
inhibición de la síntesis proteica provocó una disminución de la actividad del CIV, un aumento 
en el mtDNA y el mRNA mitocondrial, y una caída tanto en los niveles de mRNA como en la 
cantidad de proteína de algunas subunidades de los complejos codificadas en el núcleo (218). 

En cuanto a los efectos reportados del AZT sobre la expresión mitocondrial, la búsqueda 
bibliográfica identificó un número limitado de estudios realizados al respecto. Se ha 
informado que una exposición larga de las células HeLa, entorno al pase 36, a 800 µM de AZT 
causó un aumento de la expresión de múltiples genes nucleares y mitocondriales 
codificantes de subunidades OXPHOS, acompañado de un aumento transitorio de los niveles 
de mtDNA (204). Asimismo, el tratamiento de células linfoblastoides K562 con AZT durante 
74 días provocó un aumento transitorio tanto de los niveles de mtDNA como de los niveles 
de mRNA mitocondriales (205). En ambos casos, proponen que estas alteraciones cursan 
como compensación a los efectos producidos por el AZT sobre la mitocondria. Por otro lado, 
el tratamiento con 5 µM de AZT durante la diferenciación neuronal de la línea SH-SY5Y no 
alteró la cantidad de las subunidades SDHA y COX1 del sistema OXPHOS (107). En cambio, la 
exposición a AZT de las células H9c2 de cardiomioblastos de rata hasta el pase 39 mostró 
alteraciones en la cantidad de proteína relativa de COX1/SDHA, asociadas a un déficit en el 
consumo de oxígeno (185). En cuanto a la actividad de los complejos OXPHOS, el tratamiento 
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de mioblastos de origen humano con concentraciones crecientes de AZT, hasta 200 µM, no 
provocó cambios en la actividad del CIV ni en la actividad de la CS. Únicamente se observó 
una caída significativa de la actividad del CIV en las células tras 7 días de diferenciación en 
presencia de 5 mM de AZT (219). Por último, el tratamiento de mitocondrias aisladas de 
células de hepatoma HepG2 con 10 o 50 µM de AZT disminuyó significativamente la actividad 
del CI, probablemente como consecuencia de una incapacidad para fosforilar la subunidad 
NDUFB11 causada por la exposición a AZT. Los autores sugieren que esta inhibición de la 
fosforilación podría deberse a la interacción del fármaco con el CI (139). 

Para determinar el impacto global del AZT sobre la funcionalidad mitocondrial, se 
analizaron diversos parámetros del sistema OXPHOS. El tratamiento con AZT durante la 
diferenciación neuronal de las hNSC provocó una disminución en los niveles de ATP 
mitocondrial, de forma significativa para aquellas células expuestas a la dosis alta (Figura 
III.12 A). Asimismo, este déficit en la síntesis de ATP se asoció a una reducción significativa 
de la respiración endógena en las hNSC diferenciadas en presencia de 50 µM de AZT (Figura 
III.12 B). 

 
Figura III.12. Parámetros funcionales mitocondriales de las hNSC tras la diferenciación a neurona madura 
en presencia de AZT. A) Niveles de ATP mitocondrial por célula viable. C: 100,0 ± 17,9 (8); AZT5: 80,0 ± 10,0 
(8); AZT50: 66,9 ± 8,4. Prueba Kruskal-Wallis + Dunn: *** p ≤ 0,001 (vs. C). B) Respiración endógena por mg 
de proteína. C: 100,0 ± 11,6 (4); AZT5: 97,7 ± 20,1 (4); AZT50: 68,5 ± 17,6 (4). Prueba ANOVA + Dunnett: * p 
≤ 0,05 (vs. C). Los valores medios de las células diferenciadas sin tratar se consideran el 100 %. hNSC, células 
madre neurales humanas; AZT, azidotimidina; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas 
en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 

Múltiples estudios han evaluado los efectos de diversos fármacos antirretrovirales sobre 
la funcionalidad del sistema OXPHOS en modelos neuronales u otros tipos celulares. En 
células cerebrocorticales de rata, el tratamiento con 10 µM de AZT durante 7 días no afectó 
a los niveles de ATP de las neuronas expuestas, aunque si mostraban daños asociados a una 
disminución de marcadores neuronales (MAP2; sinaptofisina, SYP) (194). Otros estudios 
realizados en la línea HMC3, que posee características similares a cultivos primarios de 
microglía, revelaron reducciones leves pero significativas en los niveles de ATP 
(aproximadamente 8 %) después de 24 h de tratamiento con 6 µM de AZT (220). La 
exposición al fármaco de otros modelos celulares, en concreto las células de hepatoma 
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humano HepG2, disminuyó significativamente los niveles de ATP tras 24 y 120 h de 
tratamiento con 7,1 µM de AZT, sin causar cambios significativos en los niveles de mtDNA 
(221). Por otro lado, la exposición durante 5 días a 100 µM de AZT causó una disminución del 
consumo de oxígeno basal en neuronas corticales primarias (141). Los terminales nerviosos 
aislados del estriado de rata también mostraron déficits en la respiración mitocondrial tras 
una incubación de 2 h con 25 µM de AZT (186). Asimismo, la línea SH-SY5Y redujo la 
respiración endógena en las neuronas obtenidas tras el tratamiento con 5 µM de AZT 
durante la diferenciación (107). Otros tipos celulares, como la línea H9c2 derivada de tejido 
embrionario de corazón de rata o la línea celular de cardiomiocitos de ratón HL-1, mostraron 
una disminución significativa del consumo de oxígeno basal en la mayoría de los pases 
analizados tras exposiciones prolongadas (hasta pase 36 en H9c2 y pase 33 en HL-1) a 
concentraciones de 50 o 10 µM de AZT, respectivamente, asociado a una morfología 
mitocondrial aberrante (185). Por último, neuronas derivadas de iPSC de pacientes de PD 
idiopático también exhibieron una caída significativa en los parámetros de respiración 
mitocondrial, junto con un aumento en la cantidad de mitocondrias deformadas (222). 

Según nuestros resultados y teniendo en cuenta estudios previos realizados sobre AZT, 
el fármaco podría interrumpir de algún modo la funcionalidad del CI, ya sea por interacción 
directa o por mecanismos indirectos. En consecuencia, esta alteración produciría un 
deterioro del funcionamiento del sistema OXPHOS que se reflejaría en una reducción del 
consumo de oxígeno y la síntesis de ATP mitocondrial. Como mecanismo compensatorio, la 
célula aumentaría el número de copias del mtDNA e incrementaría tanto los niveles de mRNA 
mitocondrial como la cantidad de proteína de estas subunidades OXPHOS. Además, la 
administración de AZT parece impactar en la fisiología y el metabolismo celular provocando 
una disminución de la expresión de genes nucleares codificantes tanto para subunidades 
OXPHOS como para proteínas implicadas en la expresión mitocondrial. En definitiva, a pesar 
de no poder determinar con exactitud el mecanismo de acción o la diana concreta del AZT 
sobre la mitocondria, está claro que el fármaco afecta a la homeostasis mitocondrial 
provocando alteraciones en la funcionalidad del sistema OXPHOS, como indica la 
disminución observada tanto en la síntesis de ATP mitocondrial como en el consumo de 
oxígeno.  

III.3.2. Estudio de la morfología neuronal 

La neurogénesis está asociada a determinados cambios morfológicos desde la hNSC a la 
neurona que implican una reorganización del citoesqueleto para la proyección axonal y la 
formación de conexiones neuronales. Estas transformaciones estructurales asociadas a la 
diferenciación neuronal dependen de un correcto funcionamiento mitocondrial 
principalmente por su aporte energético y otras funciones críticas. Por tanto, dado que la 
exposición a AZT produjo alteraciones mitocondriales, se decidió evaluar posibles defectos 
en la morfología neuronal. 
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El estudio de la diferenciación a neurona de la línea hNSC mediante el módulo 
Neurotrack evidenció una reducción significativa tanto en la extensión como en la 
ramificación de las neuritas, en ambas concentraciones de AZT empleadas (Figura III.13).  

 
Figura III.13. Análisis de la diferenciación neuronal de las hNSC en presencia de AZT. A) Longitud de 
neuritas/cell-body clusters. C: 100,0 ± 29,4 (6); AZT5: 57,1 ± 5,8 (6); AZT50: 62,7 ± 7,5 (6). B) Ramificación de 
neuritas/cell-body clusters. C: 100,0 ± 25,7 (6); AZT5: 65,5 ± 6,2 (6); AZT50: 69,5 ± 8,0 (6). Ambos parámetros 
fueron analizados con el módulo Neurotrack del sistema Incucyte®. Cada medida extraída de un pocillo 
concreto se normaliza frente a la cuantificación celular existente a tiempo cero en este. Los valores medios 
de las células diferenciadas sin tratar se consideran el 100 %. Prueba ANOVA + Dunnett: ** p ≤ 0,01 (vs. C). 
hNSC, células madre neurales humanas; AZT, azidotimidina; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células 
diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 

Posteriormente, se realizó la inmunofluorescencia mediante el marcaje de βIII-tubulina, 
como componente clave en el citoesqueleto de las neuronas (Figura III.14). Aparentemente 
tanto la cantidad como el tamaño de las agrupaciones de cuerpos celulares o clusters 
disminuirían en presencia del fármaco. Asimismo, el grosor de las neuritas parecería menor, 
y se podría apreciar alguna neurita con morfología aberrante o truncada. 
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Figura III.14. Imágenes representativas del marcaje con TUBB3 en hNSC diferenciadas a neurona madura 
en presencia de AZT. Imágenes de microscopía de fluorescencia de la TUBB3 (en verde) y los núcleos 
celulares marcados con DAPI (en azul). Las flechas naranjas indican neuritas con morfología aberrante o 
truncadas. hNSC, células madre neurales humanas; AZT, azidotimidina; TUBB3, βIII-tubulina; C, células 
diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células diferenciadas 
en presencia de AZT 50 μM 

Numerosos estudios han demostrado que la disfunción mitocondrial conlleva 
alteraciones morfológicas en poblaciones neuronales. La inhibición del sistema OXPHOS con 
rotenona durante la diferenciación neuronal de células madre embrionarias o iPSC produce 
una reducción de la longitud de las neuritas en función de la concentración, reflejado en un 
menor marcaje de la proteína TUBB3 (110,111). De manera similar, neuronas derivadas de 
células madre embrionarias de ratón diferenciadas en presencia de antimicina (inhibidor del 
CIII) muestran menor número de procesos neuronales, de menor complejidad estructural y 
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tamaño, e incluso ausencia de estos procesos en función de los días de exposición y la 
concentración empleada; además, el marcaje de TUBB3 confirma una morfología neuronal 
inmadura (111,190). Asimismo, la diferenciación neuronal se impide casi por completo en 
presencia de otro inhibidor del CIII, el mixotiazol (111). El tratamiento con un inhibidor del 
CIV, el cianuro potásico, durante la diferenciación neuronal conlleva la formación de neuritas 
de menor longitud, disminuyendo la cantidad de TUBB3 observada mediante 
inmunofluorescencia (110). Neuronas derivadas de iPSC de pacientes de PD idiopático 
también muestran neuritas de menor longitud y una menor cantidad de estas, junto con 
niveles de marcaje de TUBB3 disminuidos (222,223). Por otro lado, distintos agentes tóxicos 
que producen disfunción mitocondrial alteran la morfología neurítica en células SH-SY5Y 
diferenciadas, cultivos primarios de neuronas ganglionares de la raíz dorsal sensorial de 
ratón, cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata, o neuronas derivadas de iPSC, 
mostrando perlas neuríticas y fragmentación (191,224,225). Otros autores demostraron que 
el tratamiento con AZT in vitro disminuye la capacidad de las células madre y los progenitores 
neurales para formar colonias o neuroesferas de mayor tamaño como reflejo de una 
autorrenovación más reducida. Además, reduce la neurogénesis inducible en células madre 
astrocíticas multipotentes de ratón, disminuyendo las células positivas para TUBB3 (157).  

Nuestros resultados muestran una menor agrupación en clusters por parte de los 
cuerpos neuronales, que visiblemente son menores y menos abundantes tras la exposición 
a AZT. Además, la administración del fármaco durante la diferenciación neuronal produce 
una formación deficiente de neuritas. De modo que el tratamiento con AZT compromete la 
adquisición de una morfología adecuada, esencial para generar neuronas maduras. 

III.3.3. Marcadores de diferenciación neuronal 

Con el objetivo de confirmar si las alteraciones morfológicas producidas por la presencia 
de AZT durante la diferenciación se corresponden con variaciones a nivel bioquímico, se 
decidió evaluar distintos marcadores neuronales.  

Como se observó previamente en la caracterización de la línea, la diferenciación de las 
hNSC a neurona madura implica un aumento de la expresión de TUBB3 asociado al 
crecimiento y la remodelación del citoesqueleto para conformar los axones (Figura III.15 A). 
Por otro lado, considerando la hipótesis sobre el posible desarrollo futuro de la PD, se quiso 
comprobar la expresión de la TH como marcador dopaminérgico, ya que es la enzima 
limitante en la síntesis de dopamina. En efecto, con este protocolo de diferenciación se 
produce un aumento significativo en los niveles de mRNA del gen TH como resultado de la 
obtención de neuronas dopaminérgicas maduras (Figura III.15 B). Por último, se evaluó la 
expresión de nestina (NES), una proteína constituyente de filamentos intermedios expresada 
principalmente en células madre del sistema nervioso central. Como era de esperar, tras la 
diferenciación a neurona madura, los niveles de mRNA de este gen decaen de forma 
significativa respecto a las hNSC (Figura III.15 C). 
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Entonces, se procedió a analizar la expresión de estos genes tras la diferenciación 
neuronal en presencia de AZT. Los resultados mostraron que el aumento de los niveles de 
mRNA del marcador neuronal TUBB3 se redujo significativamente de forma proporcional a 
la concentración de fármaco en comparación con el control diferenciado (Figura III.15 A). De 
igual forma, la expresión del gen TH disminuyó en presencia del fármaco, siendo significativo 
con la dosis alta (Figura III.15 B). Finalmente, al analizar los niveles de mRNA del marcador 
de madre neural NES, se observó una menor disminución de forma significativa con la 
concentración elevada de AZT, mostrando una expresión similar a la línea hNSC (Figura III.15 
C).  

 
Figura III.15. Niveles de mRNA de marcadores neuronales de las hNSC tras la diferenciación a neurona 
madura en presencia de AZT. A) Niveles de mRNA de TUBB3 normalizados por GAPDH determinados por 
qPCR. SD: 100,0 ± 5,6 (6); C: 518,9 ± 42,9 (6); AZT5: 436,5 ± 73,5 (6); AZT50: 419,3 ± 29,7 (6). Prueba Mann 
Whitney: && p ≤ 0,01 (vs. SD). Prueba ANOVA + Dunnett: * p ≤ 0,05 (vs. C); ** p ≤ 0,01 (vs. C). B) Niveles de 
mRNA de TH normalizados por GAPDH determinados por qPCR. SD: 100,0 ± 31,6 (5); C: 1466,0 ± 394,1 (5); 
AZT5: 1263,0 ± 316,8 (6); AZT50: 989,3 ± 230,4 (6). Prueba t de Student desapareado: &&&& p < 0,0001 (vs. 
SD). Prueba ANOVA + Dunnett: * p ≤ 0,05 (vs. C). C) Niveles de mRNA de NES normalizados por GAPDH 
determinados por qPCR. SD: 100,0 ± 14,4 (6); C: 78,4 ± 7,6 (6); AZT5: 80,3 ± 8,8 (6); AZT50: 96,0 ± 4,2 (6). 
Prueba t de Student desapareado: && p ≤ 0,01 (vs. SD). Prueba Kruskall-Wallis + Dunn: ** p ≤ 0,01 (vs. C). 
Los valores medios de las células sin diferenciar sin tratar (SD) se consideran el 100 % representado por la 
línea de puntos. hNSC, células madre neurales humanas; AZT, azidotimidina; mRNA, RNA mensajero; TUBB3, 
βIII-tubulina; TH, tirosina hidroxilasa; NES, nestina; GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; C, 
células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células 
diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 
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Posteriormente, se realizó un estudio de expresión génica diferencial mediante RNA-
seq que permitió evaluar el efecto del AZT sobre otros genes relevantes en las neuronas y 
corroborar los resultados obtenidos por qPCR tanto para TUBB3 como para TH. En ambos 
casos, la expresión de estos genes disminuyó la expresión de forma significativa con la dosis 
alta de fármaco (Figura III.16), aunque cabe destacar que los niveles de mRNA de TUBB3 
previos ya se veían afectados con la concentración baja (Figura III.15 A). Podría ser que la 
significancia en los análisis por RNA-seq se hubiera perdido (p-valor ajustado = 0,0597) como 
consecuencia del número reducido de réplicas. Otros genes estudiados codifican para 
proteínas del citoesqueleto que, junto con la TUBB3, tienen gran importancia estructural en 
las neuronas maduras (MAP2; proteína tau asociada a los microtúbulos, MAPT; doblecortina, 
DCX; proteína 43 asociada al crecimiento, GAP43). También se evaluó la expresión de genes 
que codifican proteínas implicadas en la sinaptogénesis y otras funciones sinápticas como la 
plasticidad o la formación de vesículas (SYP; glucoproteína de vesícula sináptica, SV2A; 
sinapsina 1, SYN1; receptor neuronal de pentraxina, NPTXR; pentraxina neuronal 2, NPTX2; 
proteína de unión a fosfatidiletanolamina 1, PEBP1; γ-sinucleína, SNCG). Asimismo, se 
consideró la expresión del gen NSE que codifica para una enolasa específica neuronal 
expresada en una etapa avanzada de la diferenciación. Todos estos genes, considerados 
marcadores de diferenciación neuronal, mostraron niveles de mRNA reducidos en presencia 
de AZT en comparación con las células diferenciadas control, siendo significativo con la 
concentración alta de fármaco (Figura III.16 A). 

Por último, se estudiaron genes codificantes de factores de transcripción vinculados a la 
diferenciación de neuronas dopaminérgicas (neurogenina 2, NEUROG2; factor de 
transcripción bHLH 1 de la familia achaete-scute, ASCL1; paired box 5, PAX5; engrailed 
homeobox 1, EN1; engrailed homeobox 2, EN2; homeobox LIM 1β, LMX1B). Estos mostraron 
una expresión disminuida que alcanzaba diferencias significativas con la concentración alta 
de AZT (Figura III.16 B). 



  Resultados y discusión 

 57 

 
Figura III.16. Expresión génica diferencial de marcadores neuronales de las hNSC tras la diferenciación a 
neurona madura en presencia de AZT. Se representa la magnitud del cambio en log2 obtenida mediante 
RNA-seq de la expresión de genes implicados en la generación y el funcionamiento de neuronas maduras 
(A) y neuronas dopaminérgicas (B) que mostraron diferencias significativas (* p-valor ajustado ≤ 0,05) 
comparado con las hNSC diferenciadas en ausencia del fármaco. C (3); AZT5 (3); AZT50 (3). hNSC, células 
madre neurales humanas; AZT, azidotimidina; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas 
en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 
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Finalmente, se comprobó si los resultados de mRNA obtenidos se traducían en 
alteraciones a nivel de proteínas. Para ello, se evaluó la cantidad de proteína de dos 
marcadores estudiados previamente mediante su inmunodetección por western blot. Se 
seleccionaron la proteína TUBB3 como marcador de neurona madura y la proteína TH como 
marcador de neurona dopaminérgica madura. Al igual que se observó un aumento de mRNA 
de los dos marcadores tras la diferenciación neuronal, la cantidad de las proteínas 
correspondientes también aumentó en las neuronas diferenciadas comparado con la línea 
hNSC (Figura III.17). Cabe destacar que en el inmunoblot de la TH se detectaron dos bandas 
correspondientes a distintas isoformas de la proteína. Para la cuantificación de esta, 
únicamente se consideró la banda de menor peso molecular que corresponde a las isoformas 
1 y 2, principales isoformas en el cerebro humano (226). 

El tratamiento con AZT durante la diferenciación neuronal supuso un menor aumento 
en la expresión de la proteína TUBB3 (Figura III.17 A, B) proporcional a la concentración de 
fármaco, obteniendo diferencias significativas con la dosis elevada. Por otro lado, la cantidad 
de proteína TH también mostró un menor incremento de la expresión de forma significativa 
para ambas concentraciones de AZT (Figura III.17 A, C). 

 
Figura III.17. Determinación de la cantidad de proteína de marcadores neuronales de las hNSC tras la 
diferenciación a neurona madura en presencia de AZT. A) Imágenes representativas de la inmunodetección 
por western blot de marcadores neuronales. B) Cuantificación de la intensidad de las bandas de TUBB3 
normalizado por GAPDH. SD: 100,0 ± 33,4 (4); C: 214,4 ± 25,6 (4); AZT5: 183,9 ± 16,7 (4); AZT50: 163,1 ± 
24,1 (4). C) Cuantificación de la intensidad de las bandas de TH normalizado por GAPDH. SD: 100,0 ± 16,6 
(4); C: 232,1 ± 24,2 (4); AZT5: 178,3 ± 40,9 (4); AZT50: 174,3 ± 26,4 (4). Los valores medios de las células sin 
diferenciar sin tratar (SD) se consideran el 100 % representado por la línea de puntos. Prueba Mann-
Whitney: & p ≤ 0,05 (vs. SD). Prueba Kruskal-Wallis + Dunn: * p ≤ 0,05 (vs. C).  hNSC, células madre neurales 
humanas; AZT, azidotimidina; TUBB3, βIII-tubulina; TH, tirosina hidroxilasa; GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; 
AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 
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Existen evidencias de que la disfunción mitocondrial disminuye la neurogénesis. De 
hecho, la cantidad de proteína TUBB3 y TH disminuye tras la diferenciación de las SH-SY5Y 
en presencia de AZT (107). De igual forma, la exposición a contaminantes ambientales, como 
pesticidas, durante la diferenciación de la línea SH-SY5Y puede provocar alteraciones en la 
homeostasis mitocondrial; en consecuencia, se produce una caída en los niveles de mRNA y 
la cantidad de proteína de marcadores neuronales, como GAP43, TUBB3, SYP o SYN1, y en la 
expresión del marcador dopaminérgico TH (112). Inhibidores del sistema OXPHOS, como la 
antimicina, la rotenona, el mixotiazol o el cianuro, también disminuyen la expresión tanto de 
la TUBB3 como de la TH en neuronas derivadas de células madre embrionarias de ratón y en 
células SH-SY5Y diferenciadas (111,113,190). El tratamiento con rotenona o cianuro durante 
la diferenciación de hiPSC a neurona dopaminérgica produce un descenso en la cantidad de 
proteína SYP y los niveles de mRNA de marcadores tempranos y tardíos en la maduración, 
como EN1 o MAP2 (110). Por otro lado, ensayos de tomografía por emisión de positrones de 
enfermos de Parkinson han mostrado pérdida de densidad sináptica en la región de la SN 
asociada a la gravedad de los síntomas mediante el estudio del marcador sináptico SV2A 
(227). También se han encontrado niveles disminuidos de los marcadores sinápticos NPTXR 
y NPTX2, entre otros, en el líquido cefalorraquídeo de pacientes de PD (228).  

En base a nuestros resultados, la exposición a AZT durante la diferenciación disminuye 
la expresión de múltiples marcadores de neurona madura y factores de transcripción de la 
vía dopaminérgica, probablemente debido a una disrupción del funcionamiento OXPHOS. 
Como potencial tóxico mitocondrial, el AZT parece afectar a la generación de neuronas 
maduras, incluidas las neuronas dopaminérgicas, ya sea por limitar la diferenciación 
aumentando la cantidad de hNSC presentes al finalizar el proceso, y/o por inducir fallos en 
la diferenciación de modo que las neuronas quedan en un estado intermedio de madurez. 

III.4. Efecto de la exposición prenatal a azidotimidina en ratones envejecidos 

De acuerdo con la hipótesis de los orígenes en el desarrollo de la salud y la enfermedad, 
la exposición perinatal a un tóxico durante el desarrollo del sistema nervioso podría causar 
alteraciones que favorezcan la aparición de enfermedades neurodegenerativas en la vejez. 
De modo que, tras confirmar los defectos en la diferenciación neuronal como consecuencia 
del tratamiento con AZT, se decidió ampliar el estudio con un modelo murino. El uso del 
modelo animal permitió evaluar el impacto de la exposición a AZT durante el desarrollo 
cerebral en el proceso de envejecimiento, así como su posible conexión con el desarrollo de 
la PD. Para ello, la administración de AZT se llevó a cabo durante los días embrionarios 
correspondientes a la neurogénesis dopaminérgica. Además, teniendo en cuenta que la PD 
afecta a poblaciones envejecidas, los ratones a estudiar se encontraban en una edad 
avanzada de madurez. 



Resultados y discusión 

 60 

Para estos estudios se escogió el modelo de ratón C57BL/6J ya que se trata de una cepa 
de uso habitual en el campo de la neurociencia. Concretamente, esta cepa de ratón ha sido 
extensamente utilizada para modelar o estudiar enfermedades neurodegenerativas como la 
PD. Además, el ratón se considera un buen modelo para estudios relacionados con el 
envejecimiento debido a su vida relativamente corta (229).  

La dosis de AZT administrada a las hembras gestantes para el desarrollo de este estudio 
se calculó de acuerdo con el método de normalización de la superficie corporal, obteniendo 
una dosis equivalente a la de humanos (600 mg/día en humanos). Así, las cantidades 
utilizadas fueron 2,5 mg/día de AZT, equipolente a la dosis en humanos, y el doble de esta. 

Efecto del envejecimiento sobre el comportamiento funcional del ratón C57BL/6J 

El envejecimiento se trata de un fenómeno natural producido por cambios bioquímicos 
que causan un deterioro fisiológico progresivo asociado al declive de funciones motoras, 
cognitivas y sensoriales. Existen muchas enfermedades asociadas a la vejez para las que la 
edad avanzada se considera un factor de riesgo. Por consiguiente, la investigación sobre 
estas enfermedades en modelos animales se debería realizarse en individuos envejecidos. 
En cambio, pocos estudios relacionados con la vejez o enfermedades vinculadas a esta se 
han extendido más allá de la mediana edad en ratones (89,230). 

Para analizar los efectos del envejecimiento sobre determinadas funciones fisiológicas 
comúnmente afectadas en la PD, los ratones se sometieron a una batería de pruebas en 
diferentes edades a lo largo de su etapa adulta (12, 16 y 20 meses). Durante la prueba de 
campo abierto, realizada para evaluar la actividad locomotora, tanto la distancia total 
recorrida como la velocidad media disminuyeron significativamente de forma proporcional 
a la edad (Figura III.18 A, B). En la prueba de rejilla invertida, que evalúa la fuerza muscular 
de las extremidades, se observó una reducción significativa ya determinante a partir de los 
16 meses (Figura III.18 C). Asimismo, la prueba de suspensión de alambre mostró una 
disminución significativa de la puntuación media asociada a la edad, indicando una menor 
fuerza muscular en las extremidades anteriores y una peor coordinación motora (Figura III.18 
D). En cambio, en la prueba de pesas, que mide la fuerza de agarre de las extremidades 
anteriores, los ratones envejecidos mostraban resultados similares a los obtenidos con 12 
meses (Figura III.18 E). Por último, la evaluación de la hiposmia reflejó una reducción 
significativa en la capacidad olfativa de los ratones a mayor edad comparados con edades 
más jóvenes (Figura III.18 F). 
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(Pie de figura en la página siguiente) 
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Figura III.18. Efecto del envejecimiento sobre el comportamiento conductual de ratones envejecidos. A) 
Distancia total recorrida durante la prueba de campo abierto (cm). 12 m: 5187 ± 1300 (30); 16 m: 4140 ± 
1335 (30); 20 m: 2793 ± 1388 (27). B) Velocidad media durante la prueba de campo abierto (cm/s). 12 m: 
5,76 ± 1,45 (30); 16 m: 4,60 ± 1,49 (30); 20 m: 3,10 ± 1,54 (27). C) Puntuación en la prueba de rejilla invertida. 
12 m: 2,97 ± 1,54 (30); 16 m: 2,03 ± 1,13 (30); 20 m: 1,96 ± 1,08 (26). D) Puntuación en la prueba de 
suspensión de alambre. 12 m: 5,63 ± 5,35 (30); 16 m: 2,23 ± 2,99 (30); 20 m: 1,35 ± 3,41 (26). E) Puntuación 
en la prueba de pesas. 12 m: 12,33 ± 2,47 (30); 16 m: 11,73 ± 2,24 (30); 20 m: 11,07 ± 2,34 (28). F) Tiempo 
de búsqueda en la evaluación de hiposmia (s). 12 m: 121,7 ± 104,7 (30); 16 m: 89,97 ± 115,3 (30); 20 m: 
85,38 ± 143,0 (26). Prueba Kruskall-Wallis + Dunn: * p ≤ 0,05 (vs. C); ** p ≤ 0,01 (vs. C); ** p < 0,0001 (vs. C). 

Estos resultados apoyan observaciones previas que determinaron un efecto significativo 
de la edad sobre la actividad locomotora y la fuerza muscular, así como sobre funciones 
cognitivas o sensoriales, que mostraron cierto declive asociado a la vejez (229,231–233). 
Otros autores han vinculado el envejecimiento y la decadencia funcional con una 
disminución de marcadores neuronales implicados en la neurogénesis o en la función 
sináptica, entre otros, y con el deterioro de rutas bioquímicas concretas como la disfunción 
mitocondrial (233,234). También se ha demostrado una disminución en el número de 
neuronas dopaminérgicas y en los niveles de dopamina asociada a la edad, que podrían ser 
la causa de alteraciones locomotoras en estos ratones; además, se observaron anomalías en 
la morfología mitocondrial de estas regiones dopaminérgicas afectadas (232). Muchas de 
estas rutas alteradas por el envejecimiento estarían implicadas también en la patología de 
diversas enfermedades neurodegenerativas. 

III.4.1. Pruebas conductuales 

Como se menciona previamente, se observó un deterioro funcional asociado al 
envejecimiento sobre la mayoría de las pruebas conductuales realizadas, a excepción de la 
prueba de pesas. Este patrón no solo se presentó en los ratones control, sino que se repitió 
en ambas condiciones de estudio con AZT (Figura III.19).  

Al evaluar los efectos del fármaco, no se encontraron diferencias en la prueba de campo 
abierto que analiza la actividad locomotora (Figura III.19 A, B). Cabe destacar que estos 
fueron los parámetros más acusados por el efecto del envejecimiento. Se advirtió cierto 
declive, sin llegar a ser significativo, tanto en la prueba de rejilla invertida como en la prueba 
de suspensión de alambre a los 12 meses de edad, ambas relacionadas con la fuerza muscular 
(Figura III.19 C, D). Estos resultados no se mantuvieron en los análisis realizados a los ratones 
en edades más avanzadas, lo que sugiere que el deterioro asociado a la edad podría camuflar 
esos indicios iniciales de afectación causada por AZT. En cambio, en la prueba de pesas se 
determinó una disminución de la puntuación media proporcional a la concentración de 
fármaco en las tres edades estudiadas en comparación con el vehículo, alcanzando 
diferencias significativas en aquellos ratones expuestos a mayor dosis de AZT (Figura III.19 
E). Por último, se observó un aumento significativo en el tiempo de búsqueda de los ratones 
expuestos in utero a la dosis de 2.5 mg de AZT a los 20 meses de edad (Figura III.19 F). 
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Figura III.19. Efecto de la exposición prenatal a AZT sobre el comportamiento conductual de ratones 
envejecidos. A) Distancia total recorrida durante la prueba de campo abierto (cm). B) Velocidad media 
durante la prueba de campo abierto (cm/s). C) Puntuación obtenida en la prueba de rejilla invertida. D) 
Puntuación obtenida en la prueba de suspensión de alambre. E) Puntuación obtenida en la prueba de pesas. 
F) Tiempo de búsqueda en la evaluación de hiposmia (s). Prueba Kruskall-Wallis + Dunn: * p ≤ 0,05 (vs. C); 
*** p ≤ 0,001 (vs. C); ** p < 0,0001 (vs. C). AZT, azidotimidina; VEH, ratones expuestos a vehículo; AZT2.5, 
ratones expuestos a AZT 2,5 μM; AZT5, ratones expuestos a AZT 5 μM. (Ver pie de figura completo en Anexo 
4).Anexo 4Anexo 4Anexo 4Anexo 4 
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Estudios previos que analizaron el efecto de la exposición prenatal a AZT en el modelo 
murino no evidenciaron alteraciones graves sobre el desarrollo neuroconductual, a 
excepción de leves efectos en la función motora o en la conducta (235–240). En concreto, la 
administración de AZT a hembras embarazadas CD-1, desde el día 10 de gestación hasta el 
parto o hasta el día 10 de lactancia, afectó a la frecuencia de rearing (levantarse sobre las 
patas traseras) y al acicalamiento en la descendencia a los 45 y 70 días de edad, alteraciones 
que los autores atribuyeron a un efecto del fármaco sobre la neurotransmisión 
dopaminérgica. Esta exposición prenatal también supuso un retraso en la maduración de 
respuestas especificas asociadas a la fuerza de agarre (235–238,240). Otras investigaciones 
en roedores han demostrado que la exposición prenatal a xenobióticos OXPHOS, como MPTP 
o paraquat, provoca alteraciones en la actividad locomotora de los animales asociado a 
déficits en el sistema dopaminérgico (117,120,125). Cabe destacar que el tratamiento 
postnatal con estas drogas también conduce a déficits motores, que incluyen un declive en 
la fuerza de agarre, causados por degeneración de la vía dopaminérgica (241,242). De hecho, 
estudios clínicos acerca de la sintomatología de pacientes de PD relacionaron un deterioro 
de las capacidades motoras finas, como la fuerza de agarre, con el desarrollo de PD e, incluso, 
con la severidad de la enfermedad (243–246). Además, estudios poblacionales han 
observado una reducida fuerza de agarre en individuos con HIV tratados con antirretrovirales 
(247). 

En resumen, los ratones expuestos prenatalmente a AZT mostraron un deterioro de la 
fuerza muscular, concretamente una disminución significativa de la fuerza de agarre, ya 
afectada desde los 12 meses de edad. En base a nuestros resultados y a observaciones 
previas, se podría suponer que la exposición prenatal a AZT tiene un efecto sobre el 
desarrollo del sistema nervioso central que conduce a alteraciones neuroconductuales. 

III.4.2. Parámetros bioquímicos de la mitocondria 

Múltiples estudios han estudiado efectos de los antirretrovirales sobre parámetros 
mitocondriales en individuos adultos con HIV, tratados principalmente con NRTI, debido a la 
hipótesis inicialmente sustentada en la posible inhibición de la polimerasa mitocondrial por 
este tipo de fármacos. 

Nuestros análisis no determinaron diferencias significativas en los niveles de mtDNA 
determinados a partir de homogenado de tejido cerebral de ratones expuestos 
prenatalmente al antirretroviral AZT, tras 22 meses desde la exposición (Figura III.20 A). Del 
mismo modo tampoco se observaron cambios significativos en los niveles de mRNA de COX1, 
subunidad del CIV codificada en el mtDNA, (Figura III.20 B) ni en la cantidad de proteína de 
COX1 o SDHA, subunidad del CII codificada en el nDNA (Figura III.20 C-E). En cambio, la 
exposición prenatal a AZT supuso una disminución de la actividad específica del CIV en tejido 
cerebral de ratón, alcanzando diferencias significativas en aquellos ratones expuestos a la 
dosis de 2.5 mg (Figura III.20 F). 



  Resultados y discusión 

 65 

 
Figura III.20. Parámetros bioquímicos mitocondriales del cerebro de ratones envejecidos tras la exposición 
prenatal a AZT. A) Niveles de mtDNA determinados por qPCR. VEH: 100,0 ± 18,11 (16); AZT2.5: 98,88 ± 25,42 
(16); AZT5: 97,02 ± 22,94 (16). B) Niveles de mRNA de Cox1 normalizados por Gapdh determinados por 
qPCR. VEH: 100,0 ± 9,76 (16); AZT2.5: 99,66 ± 11,20 (16); AZT5: 97,68 ± 14,11 (16). C) Imágenes 
representativas de la inmunodetección por western blot de subunidades de complejos del sistema OXPHOS. 
D) Cuantificación de la intensidad de las bandas de COX1 normalizado por CS. VEH: 100,0 ± 25,12 (14); 
AZT2.5: 75,47 ± 27,84 (14); AZT5: 97,75 ± 41,63 (14). E) Cuantificación de la intensidad de las bandas de 
SDHA normalizado por CS. VEH: 100,0 ± 18,18 (14); AZT2.5: 93,70 ± 32,21 (14); AZT5: 119,90 ± 49,12 (14). 
F) Actividad específica del CIV. VEH: 100,0 ± 15,20 (16); AZT2.5: 81,85 ± 20,37 (16); AZT5: 91,32 ± 21,88 (16). 
Los valores medios de los ratones expuestos únicamente al vehículo se consideran el 100 %. Prueba ANOVA 
+ Dunnett: * p ≤ 0,05 (vs. VEH). AZT, azidotimidina; mtDNA, DNA mitocondrial; mRNA, RNA mensajero; Cox1, 
citocromo C oxidasa 1 ; Gapdh, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; COX1, citocromo C oxidasa 1; 
GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; SDHA, succinato deshidrogenasa subunidad A; CS, citrato 
sintasa; CIV, complejo IV; VEH, ratones expuestos a vehículo; AZT2.5, ratones expuestos a AZT 2,5 μM; AZT5, 
ratones expuestos a AZT 5 μM. 
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La exposición postnatal a AZT no mostró diferencias en el número de copias de mtDNA 
en el cerebro de ratones tras un mes o cuatro meses de tratamiento. En cambio, la exposición 
al fármaco durante cuatro meses produjo depleción del mtDNA en neuronas únicas 
obtenidas mediante microdisección por captura láser del tejido cerebral de los ratones; a 
diferencia de estas neuronas, las células gliales obtenidas del mismo tejido no reflejaban 
ningún cambio en los niveles de mtDNA (202). Un estudio llevado a cabo en primates 
determinó una caída en los niveles de mtDNA en el cerebro de crías de 1 año expuestas 
prenatalmente a AZT durante la segunda semana de embarazo (156). Al evaluar diversos 
estudios sobre efectos de la ART en el mtDNA de niños expuestos durante el desarrollo fetal, 
se observan variedad de resultados. Algunos autores reportaron una cantidad de copias de 
mtDNA disminuida en leucocitos de sangre periférica de recién nacidos asociada a la 
exposición a HIV, con una mayor reducción en aquellos tratados prenatalmente con AZT, que 
se mantuvo en el tiempo durante los dos años de estudio (151). Otro estudio realizado en 
células mononucleares de sangre periférica obtenidas tras el nacimiento mostró una 
disminución en los niveles de mtDNA asociada a la exposición a HIV, aunque esta reducción 
no era tan pronunciada si los fetos habían estado expuestos a su vez a AZT. En estos casos, 
la depleción del mtDNA se recuperaba a los 5 años en los niños tratados con antirretrovirales, 
alcanzando niveles semejantes a los controles (248). En cambio, otros autores encontraron 
niveles de mtDNA aumentados en muestras de sangre de bebes expuestos a ART que se 
mantuvieron desde el nacimiento hasta los últimos análisis realizados a los 8 meses de edad. 
Este incremento mostraba una correlación positiva con la duración de la exposición in utero 
a la ART y los investigadores sugirieron que este aumento del contenido de mtDNA 
probablemente era el resultado de un proceso adaptativo ante la disfunción mitocondrial 
producida por el fármaco. Además, este mismo estudio determinó niveles de mRNA 
mitocondrial reducidos en los mismos fetos expuestos a ART en los tres primeros días de 
vida, aunque esta diferencia con el control se desapareció en los análisis posteriores (249). 
En cuanto a las actividades enzimáticas de los complejos del sistema OXPHOS, primates 
expuestos prenatalmente a diversos antirretrovirales, entre ellos AZT, no mostraron 
diferencias significativas respecto a los controles (156). Por el contrario, estudios realizados 
con niños expuestos perinatalmente a AZT, con un cuadro clínico compatible con disfunción 
mitocondrial, mostraban actividades anormalmente bajas de al menos uno de los complejos 
del sistema OXPHOS, habitualmente el CI o el CIV, en alguno de los tejidos analizados, ya 
sean linfocitos circulantes, músculo esquelético, músculo cardiaco o hígado, tras meses o 
años desde el tratamiento antiviral. Además, estos niños mostraban síntomas neurológicos, 
en algunos casos asociados a anomalías cerebrales detectadas por resonancia magnética 
(149,150). Por último, la exposición perinatal a una combinación de antirretrovirales que 
incluía AZT causaba anomalías morfológicas en las mitocondrias del tejido cerebral en 
primates, que persistieron hasta los 3 años (250). 
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Considerando que los pocos estudios contrastados aportan observaciones diferentes o 
contradictorias, en base a nuestros resultados, la exposición prenatal a AZT conduce a 
alteraciones leves de la homeostasis mitocondrial en el tejido cerebral de ratones a los 22 
meses de edad, destacando una reducción significativa de la actividad de CIV.  

III.4.3. Estudio de factores genéticos como posible nexo entre la exposición prenatal 
y sus efectos en la vejez 

La exposición prenatal a AZT no produjo patrones de bandas de menor tamaño en la 
electroforesis del amplificado de mtDNA completo a partir de homogenado cerebral de 
ratones envejecidos. Es decir, el tratamiento con AZT no conduce a deleciones en el mtDNA 
(Figura III.21 A). Igualmente, la secuenciación de la región variable del mtDNA no mostró 
mutaciones causadas por la exposición al fármaco (datos no mostrados). Por último, la 
metilación global del DNA de tejido cerebral de ratones envejecidos tampoco se vio afectada 
por la exposición prenatal a AZT (Figura III.21 B). 

 
Figura III.21. Factores genéticos estudiados en el cerebro de ratones envejecidos tras la exposición 
prenatal a AZT. A) Imagen representativa de los productos de PCR Larga para la determinación de deleciones 
en el mtDNA. B) Niveles de metilación global del DNA obtenidos mediante determinación cuantitativa del 
porcentaje de 5-metilcitosina (5-mC) en el genoma. VEH: 100,0 ± 24,55 (13); AZT2.5: 106,70 ± 19,60 (15); 
AZT5: 96,49 ± 27,50 (14). Los valores medios de los ratones expuestos únicamente al vehículo se consideran 
el 100 %. pb, pares de bases; VEH, ratones expuestos a vehículo; AZT2.5, ratones expuestos a AZT 2,5 μM; 
AZT5, ratones expuestos a AZT 5 μM. 

El tratamiento con antirretrovirales en ratones durante cuatro meses provocó 
deleciones en el mtDNA de neuronas cerebrales capturadas por microdisección láser, a 
diferencia de la exposición a AZT que causó depleción del mtDNA (202). Un estudio acerca 
de la inestabilidad del mtDNA en neonatos, cuyas madres infectadas con HIV recibieron AZT 
durante el embarazo, mostró deleciones heteroplásmicas en el mtDNA de muestras de 
sangre seca, pero no mutaciones puntuales, en comparación con aquellos no expuestos a 
HIV ni ART. Los investigadores encontraron una asociación entre la carga viral presente en la 
madre y la presencia de deleciones y el nivel de heteroplasmia de estas, por tanto, no 
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pudieron descartar un impacto directo del HIV o proteínas de este sobre la inestabilidad 
observada del mtDNA (154). En cambio, otros ensayos han confirmado la incorporación de 
AZT en el nDNA o el mtDNA del cerebro de algunos ratones y primates expuestos al fármaco 
durante el desarrollo embrionario, aunque los datos eran altamente variables (251,252). Con 
respecto a la metilación del DNA, la exposición a AZT de un modelo celular de roedor provocó 
un aumento en los niveles de 5-metilcitosina, indicando hipermetilación del DNA; en cambio, 
estudios llevados a cabo en células humanas no encontraron cambios en el porcentaje de 5-
metilcitosina. En ambos casos, los autores observaron una resistencia al fármaco adquirida 
probablemente por la inactivación del gen de la timidina quinasa, enzima responsable de la 
fosforilación del AZT, mediante cambios epigenéticos (253,254). Estudios recientes han 
mostrado modificaciones en el perfil de metilación del DNA de tejido cardiaco de ratón tras 
el tratamiento con AZT, mostrando hipermetilación e hipometilación a partes iguales en 
distintas regiones del DNA (255). 

En definitiva, el análisis de deleciones o mutaciones en la región variable del mtDNA no 
denotó cambios perceptibles en ratones de 22 meses de edad como consecuencia de la 
exposición prenatal a AZT. Tampoco se observaron diferencias significativas en el porcentaje 
de metilación global del DNA, aunque los genes metilados podrían diferir de las muestras 
control.  

III.4.4. Estudio de la vía dopaminérgica 

Los estudios acerca de las consecuencias del tratamiento con NRTI en el sistema 
nervioso central son escasos, y todavía más limitados cuando se trata de su efecto sobre la 
vía dopaminérgica nigroestriatal. Partiendo de la hipótesis de esta tesis, centrada en la 
predisposición a desarrollar PD por causa de la exposición prenatal a NRTI, se evaluaron las 
consecuencias sobre la SN y las neuronas dopaminérgicas de ratones envejecidos tratados 
con AZT durante los días embrionarios correspondientes a la neurogénesis dopaminérgica 
de esta región concreta.  

La SN de ratones expuestos prenatalmente a AZT, evaluada a los 22 meses de edad, no 
mostró diferencias significativas en la tinción inmunohistoquímica de la proteína TH con 
respecto al control (Figura III.22).  
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Figura III.22. Análisis histológico de la sustancia negra del cerebro de ratones envejecidos tras la 
exposición prenatal a AZT. A) Imágenes representativas de la inmunohistoquímica de la TH de una sección 
de la SN. B) Cuantificación de la intensidad normalizada por el área de tinción de la TH. VEH: 100,0 ± 11,41 
(8); AZT2.5: 96,68 ± 9,19 (8); AZT5: 96,31 ± 6,15 (8). Los valores medios de los ratones expuestos únicamente 
al vehículo se consideran el 100 %. AZT, azidotimidina; TH, tirosina hidroxilasa; SN, substantia nigra; VEH, 
ratones expuestos a vehículo; AZT2.5, ratones expuestos a AZT 2,5 μM; AZT5, ratones expuestos a AZT 5 
μM. 
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Los estudios de expresión en el homogenado de cerebro de ratones envejecidos no 
revelaron alteraciones en los niveles de mRNA de En1, Nr4a2 o TH (Figura III.23 A-C), 
considerados marcadores de neurona dopaminérgica, ni en la cantidad de proteína de TH 
(Figura III.23 D, E) o DAT (Figura III.23F). En cambio, al analizar los niveles del neurotransmisor 
dopamina se determinó una reducción significativa en los ratones expuestos prenatalmente 
a ambas concentraciones de AZT (Figura III.24). 

 
Figura III.23. Expresión de marcadores de diferenciación dopaminérgica del cerebro de ratones 
envejecidos tras la exposición prenatal a AZT. A) Niveles de mRNA de En1 normalizados por Gapdh 
determinados por qPCR. VEH: 100,0 ± 33,12 (16); AZT2.5: 99,30 ± 50,81 (16); AZT5: 105,90 ± 41,55 (16). B) 
Niveles de mRNA de Nr4a2 normalizados por Gapdh determinados por qPCR. VEH: 100,0 ± 31,86 (16); 
AZT2.5: 123,10 ± 42,92 (16); AZT5: 116,50 ± 54,36 (16). C) Niveles de mRNA de Th normalizados por Gapdh 
determinados por qPCR. VEH: 100,0 ± 26,22 (16); AZT2.5: 93,70 ± 22,98 (16); AZT5: 91,06 ± 29,20 (16). D) 
Imágenes representativas de la inmunodetección por western blot de la proteína TH. E) Cuantificación de la 
intensidad de las bandas de TH normalizada por bACT. VEH: 100,0 ± 7,61 (16); AZT2.5: 122,50 ± 28,98 (16); 
AZT5: 121,7 ± 45,84 (15). F) Determinación mediante ELISA de la cantidad de proteína DAT normalizada por 
proteína total. VEH: 100,0 ± 9,92 (16); AZT2.5: 99,14 ± 17,21 (16); AZT5: 95,98 ± 26,41 (16). Los valores 
medios de los ratones expuestos únicamente al vehículo se consideran el 100 %. AZT, azidotimidina; mRNA, 
RNA mensajero; En1, engrailed homeobox 1; Nr4a2, receptor nuclear subfamilia 4 grupo A miembro 2; Th, 
tirosina hidroxilasa; Gapdh, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; TH, tirosina hidroxilasa; bACT, β-
actina; DAT, transportador de dopamina; VEH, ratones expuestos a vehículo; AZT2.5, ratones expuestos a 
AZT 2,5 μM; AZT5, ratones expuestos a AZT 5 μM. 
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Figura III.24. Determinación de la cantidad del neurotransmisor dopamina en el cerebro de ratones 
envejecidos tras la exposición prenatal a AZT. Datos determinados por ELISA. VEH: 100,0 ± 34,29 (15); 
AZT2.5: 66,86 ± 25,27 (16); AZT5: 71,98 ± 24,19 (16). Los valores medios de los ratones expuestos 
únicamente al vehículo se consideran el 100 %. Prueba ANOVA + Dunnett: * p ≤ 0,05 (vs. VEH); ** p ≤ 0,01 
(vs. VEH). AZT, azidotimidina; VEH, ratones expuestos a vehículo; AZT2.5, ratones expuestos a AZT 2,5 μM; 
AZT5, ratones expuestos a AZT 5 μM. 

Un estudio sobre la exposición prenatal a AZT determinó niveles aumentados del factor 
neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) en el córtex y el hipotálamo de los ratones 
expuestos. Teniendo en cuenta que el BDNF promueve tanto la diferenciación como la 
supervivencia de neuronas dopaminérgicas, se propuso que el incremento de los niveles de 
BDNF actuaba como un mecanismo neuroprotector contra las consecuencias deletéreas del 
AZT en estas neuronas (256). Otra investigación en un modelo murino sobre el tratamiento 
perinatal con AZT determinó una reducción de la neurogénesis inducida y alteraciones en las 
neuroesferas derivadas de las células madre astrocíticas multipotentes extraídas del sistema 
nervioso central de crías expuestas (157). Por otro lado, la exposición prenatal a otros 
xenobióticos OXPHOS ha demostrado tener efectos nocivos sobre las neuronas 
dopaminérgicas de la vía nigroestriatal. El tratamiento con MPTP durante 8 días en el 
desarrollo embrionario (E9-E17) supuso una disminución de los niveles de dopamina en la 
inmunohistoquímica del estriado en ratones de 1 y 6 semanas de edad, en cambio no se 
observaron alteraciones en la cantidad de TH (124). Otros autores, que evaluaron la 
exposición prenatal a MPTP tras una administración puntual (E12) a alta concentración, 
determinaron una caída en la cantidad de células positivas para la TH en la región 
nigroestriatal de los fetos expuestos (119). El tratamiento con paraquat en un modelo 
murino durante el embarazo también condujo a un déficit de neuronas inmunorreactivas a 
la TH en la SN de los ratones expuestos prenatalmente a la edad de 60 días (117). La 
administración gestacional en modelos murinos de diversos xenobióticos OXPHOS, como 
atrazina, MPTP o paraquat, conlleva una reducción en los niveles de dopamina, normalmente 
asociada a alteraciones de marcadores dopaminérgicos (Nr4a2, TH o DAT), en animales de 
hasta 12 meses de edad (89). Otros estudios realizados en primates también determinaron 
niveles de dopamina reducidos en los animales expuestos prenatalmente a MPTP a las 20 
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semanas o los 5 meses de edad (121,257). Además, se ha observado que los ratones 
expuestos de forma prenatal a MPTP o maneb mostraban una gran vulnerabilidad ante una 
segunda exposición a MPTP o paraquat, respectivamente, en comparación con aquellos 
ratones no expuestos durante el desarrollo (82,83,120). En concreto, después de administrar 
10 mg/kg de MPTP a las 12 semanas de edad, los niveles de TH y dopamina, entre otros, 
mostraban una caída muy superior en los ratones expuestos prenatalmente a la droga, 
obteniendo un efecto leve en aquellos no expuestos previamente (120). En muchos casos, el 
tratamiento prenatal con este tipo de drogas provoca alteraciones en las pruebas 
funcionales, como déficits en la actividad locomotora, asociadas al declive del sistema 
dopaminérgico. Se debe tener en cuenta que estos xenobióticos OXPHOS con efecto en las 
neuronas dopaminérgicas poseen una mayor toxicidad, con efectos secundarios más graves, 
en comparación con la toxicidad del AZT a las concentraciones aquí evaluadas. 

En resumen, parece que la exposición prenatal a AZT conlleva un déficit en la síntesis de 
dopamina en ratones envejecidos. Podría ser que las neuronas dopaminérgicas existentes en 
los ratones expuestos sean incapaces de sintetizar la misma cantidad de dopamina que las 
de los ratones control a los 22 meses de edad. Además, es posible que las alteraciones 
inducidas por el AZT sobre los niveles de dopamina estén relacionadas con los cambios de 
comportamiento en animales expuestos a AZT observados en esta tesis, así como en otros 
estudios reseñados previamente. 

Cabe destacar que las pruebas realizadas en esta tesis se llevaron a cabo entre la edad 
adulta y la vejez de los ratones, desde los 12 hasta los 20 meses de edad, y los análisis 
bioquímicos y anatomopatológicos se realizaron en ratones envejecidos (22 meses). Existe 
la posibilidad de que los efectos del deterioro funcional asociado al envejecimiento y las rutas 
bioquímicas afectadas por la vejez hayan enmascarado posibles afecciones causadas por el 
fármaco, dada las evidencias acerca del declive mitocondrial o la degeneración 
dopaminérgica asociadas a la edad (230,232,234). De hecho, algunos autores han sugerido 
que el envejecimiento conduce a un estado pre-parkinsoniano, de modo que los factores 
genéticos o ambientales que deterioran el funcionamiento de las neuronas dopaminérgicas 
acelerarían los procesos naturales asociados a la vejez, desencadenando la PD. Por tanto, el 
envejecimiento se consideraría una característica central, incluso necesaria, en la PD 
idiopática (230). 
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Se debe tener en cuenta que las dosis empleadas a lo largo de la tesis no deberían 
suponer grandes efectos a nivel funcional al ser similares a aquellas encontradas en el plasma 
de pacientes o equivalentes a las dosis administradas a humanos. En caso contrario, las 
consecuencias devastadoras que tuviese el fármaco comprometerían seriamente la salud o 
la integridad de los individuos tratados. 

La mayoría de los estudios de farmacocinética o farmacodinámica se realizan en 
individuos sanos o en pacientes, mientras que muy pocos estudios incluyen embarazadas. 
Esto supone una limitación a la hora de extrapolar las dosis a mujeres gestantes, ya que su 
volumen corporal varía durante el embarazo. Además, otros factores podrían influir en los 
parámetros farmacológicos de la droga en cuestión. En cuanto a la exposición fetal, resulta 
difícil precisar la concentración de fármaco que alcanza al feto. Otros parámetros como el 
volumen o el tamaño del feto o su incapacidad para detoxificar la droga, debido al desarrollo 
incompleto del hígado, podrían condicionar la cantidad de fármaco a la cual el feto está 
expuesto in utero. 

Aunque actualmente el AZT no se encuentra entre los fármacos de primera línea para el 
tratamiento del HIV, continúa una alternativa terapéutica empleada. Además, el AZT se 
considera el fármaco de elección para el tratamiento de mujeres intraparto para prevenir la 
transmisión vertical del virus, y para la profilaxis postnatal de los neonatos durante un 
mínimo de 2 semanas, pudiendo aumentar o combinar con otros antirretrovirales en función 
del riesgo de transmisión vertical (258–260). 

Al realizar la siguiente búsqueda “((prenatal) OR (perinatal) OR (in utero)) AND 
(antiretroviral) AND (mitochondr*) AND ((central nervous system) OR (neuron*))” en PubMed, 
únicamente se reportan 8 resultados. Destaca la poca cantidad de estudios que se han 
realizado sobre la exposición prenatal a fármacos antirretrovirales en relación a la toxicidad 
mitocondrial en el sistema nervioso central. La limitada cantidad de investigaciones al 
respecto refleja las dificultades existentes en la obtención de muestras cerebrales en los 
estudios poblacionales. No obstante, también existe poca investigación en modelos animales 
que permiten replicar la exposición in utero a la ART, ya que resulta complicado simular dicha 
exposición prenatal en un modelo celular. En concreto, la mayoría de los estudios 
poblacionales sobre los efectos mitocondriales del AZT se han realizado en adultos en 
tratamiento donde se han analizado diversos tejidos, obteniendo variedad de resultados al 
respecto. Por todo ello, se debería poner el foco de atención en las consecuencias de la 
exposición a NRTI durante el desarrollo, ya que podrían desencadenar problemas futuros 
asociados a la disfunción mitocondrial. De hecho, desde el comienzo de la terapia 
antirretroviral con la aprobación del AZT contra el HIV han transcurrido menos de 40 años, 
de modo que los individuos expuestos prenatal o perinatalmente a este tipo de fármacos 
todavía no han alcanzado la vejez. Por tanto, es pronto para determinar si el tratamiento con 
antirretrovirales durante el desarrollo predispone al individuo a padecer enfermedades 
degenerativas asociadas a la edad. 
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IV. CONCLUSIONES 

1. Ambos modelos celulares poseen capacidad de diferenciación, característica 
determinante en esta tesis para el estudio de la neurogénesis. Tanto en la línea 
celular SH-SY5Y diferenciada como en las neuronas derivadas de hNSC se forma 
una red compleja con largas extensiones de neuritas, aumentando la expresión del 
mRNA de la TUBB3, uno de los principales marcadores neuronales. En definitiva, 
los dos modelos neuronales se consideran idóneos para estudios futuros sobre la 
generación de neuronas maduras. 

2. El tratamiento con AZT durante la diferenciación a neurona madura de ambas 
líneas celulares provoca déficits en la cadena de transporte de electrones y, en el 
caso de las hNSC, en la síntesis de ATP mitocondrial. La administración del fármaco 
en las neuronas derivadas de hNSC causa un incremento en los niveles de mtDNA, 
así como un aumento tanto de los niveles de mRNA mitocondrial como de la 
cantidad de proteína de estas subunidades OXPHOS, que podría cursar como un 
efecto compensatorio de la célula ante un fallo en el funcionamiento del sistema 
OXPHOS. Esta disfunción mitocondrial parece ser la causante de una capacidad de 
diferenciación reducida en los dos modelos empleados, que queda reflejada en sus 
defectos morfológicos y en la disminución de múltiples marcadores neuronales, 
incluidos varios de neurona dopaminérgica. 

3. La exposición prenatal a AZT de los ratones C57BL/6J provoca una disminución de 
la actividad del CIV en el cerebro de los animales envejecidos. Asimismo, el 
tratamiento in utero conduce a un descenso de los niveles del neurotransmisor 
dopamina cuyo déficit causa la PD. Esta reducción en la síntesis de dopamina, 
probablemente relacionada con las alteraciones en la función mitocondrial, podría 
desencadenar el deterioro de la fuerza muscular observado en estos ratones 
envejecidos. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

V.1. Líneas celulares y material biológico 

Para el desarrollo de la presente tesis se emplearon tanto la línea celular de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y como hNSC provenientes de células madre pluripotentes 
inducidas humanas (hiPSC), desarrolladas en nuestro laboratorio a partir de fibroblastos 
(163).  

También se trabajó con tejido cerebral derivado del estudio realizado en ratones de la 
cepa C57BL/6J (apartado V.3). Para la obtención de las muestras, tras el sacrificio de los 
animales, se extrajo rápidamente el cerebro, de forma que una mitad de este se congeló en 
nitrógeno líquido y se almacenó a -80 °C para el análisis bioquímico. Posteriormente, esta 
mitad de cerebro fue homogeneizada en el mortero con nitrógeno líquido, dividido en varias 
fracciones y congelado a -80 °C hasta la extracción correspondiente. La otra mitad se recogió 
en formaldehído para el análisis histológico.   

V.2. Cultivos celulares 

V.2.1. Materiales y equipos de cultivo celular 

Tanto el material plástico estéril empleado (placas o frascos de cultivos, tubos Falcon, 
criotubos, etc.) como los filtros de jeringa Acrodisc® GHP de 0,22 μm de tamaño de poro 
utilizados para la esterilización de soluciones procedieron de TPP®. Se emplearon también 
jeringas de diferente volumen de la casa BD. Las pipetas serológicas utilizadas provenían de 
Sarstedt. El material de vidrio usado en la manipulación de las células se esterilizó a 121 °C 
en un autoclave durante 30 min a 1 atmosfera de presión.  

El trabajo con células se realizó en campanas de flujo laminar vertical, modelo LaminAir 
(Holten) y modelo NU-437-400E (Nuaire). Las líneas celulares se mantuvieron durante su 
crecimiento en incubadores a 37 °C en atmósfera húmeda al 5 % de CO2, modelo DHD 
AutoFlow Incubator (Nuaire). Medios de cultivo u otros reactivos se atemperaron, en caso 
de ser necesario, previo a su uso, en un baño termostatizado modelo Precisterm (P-Selecta). 
Las células se visualizaron en un microscopio invertido modelo DMIL (Leica). Para las 
centrifugaciones realizadas tanto en los procesos de mantenimiento celular como en la 
obtención del pellet celular se empleó una centrifuga Allegra X-22 (Beckman Coulter). 

V.2.2. Mantenimiento de cultivos celulares 

Todas las manipulaciones de las células se realizaron en campanas de flujo laminar 
vertical en condiciones estériles. Las células se cultivaron en ausencia de antibióticos. El 
medio se cambió cada dos días en ambas líneas celulares empleadas. 
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La línea celular SH-SY5Y se cultivó en medio Dubelco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
de alto contenido en glucosa (25 mM) suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (FBS). 
Previo a los estudios bioquímicos, las células se mantuvieron en DMEM de bajo contenido 
en glucosa (5 mM) también suplementado con un 10 % de FBS durante al menos 48 h. Todos 
los compuestos pertenecen a la marca Gibco™ (ThermoFisher Scientific). 

Para el mantenimiento de la línea hNSC, se emplearon placas recubiertas con sustrato 
CELLstart™. Se preparó una dilución 1:100 en suero salino tamponado con fosfato de 
Dulbecco (DPBS) Ca2+ Mg2+ en un volumen adecuado para cubrir por completo la superficie 
del soporte empleado y se incubó durante 1 h a 37 °C. Justo antes del uso de la placa, se 
retiró el volumen excedente. La línea hNSC se creció en medio StemPro completo compuesto 
por medio KnockOut™ DMEM/F-12, suplemento neuronal StemPro™ 1x, 100 ng/μl factor de 
crecimiento epidérmico (EGF), 100 ng/μl factor de crecimiento de los fibroblastos-básico 
(bFGF) y suplemento GlutaMAX™ 1x. Todos los compuestos pertenecen a la marca Gibco™ 
(ThermoFisher Scientific). 

Cuando las células alcanzaron aproximadamente un 80 % de confluencia se recogieron 
para sembrarlas en placas de cultivo nuevas, considerándose un pase más. Para ello, la línea 
SH-SY5Y se lavó con suero salino tamponado con fosfato (PBS) (Gibco™, ThermoFisher 
Scientific) para eliminar restos de proteínas del suero que inhiben la acción de la tripsina; 
entonces, se incubaron con TrypLE™ Express (Gibco™, ThermoFisher Scientific) para la 
disociación celular durante 3 min a 37 °C. En el caso de las hNSC, las células se lavaron con 
DPBS sin Ca2+ Mg2+ (Gibco™, ThermoFisher Scientific); posteriormente, se incubaron con 
Accutase® (Sigma-Aldrich) para la disociación celular durante 3 min a 37 °C. Tras comprobar 
que las células estaban despegadas, se recogieron en un Falcon en un volumen de medio 
cinco veces superior al volumen de reactivo utilizado. Finalmente, se centrifugaron a 378 o 
300 x g durante 5 min, respectivamente. Tras obtener el pellet, se procesó según la finalidad 
del momento; para resembrarlas, se resuspendió en el volumen adecuado de forma que la 
suspensión celular obtenida se añadió a las placas, preparadas con la matriz de crecimiento 
en caso de necesitarla.  

V.2.3. Congelación y descongelación de células 

Para la congelación celular se utilizaron criotubos de 2 ml resistentes al nitrógeno líquido 
y el crioprotector dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich). 

El pellet celular obtenido se resuspendió en medio de congelación. En el caso de la línea 
SH-SY5Y este medio consistió en DMEM suplementado con 20 % de FBS y un 10 % de DMSO. 
Para las hNSC se suplementó el medio de crecimiento con 10 % de DMSO. A continuación, 
los criotubos se introdujeron en un Mr. Frosty que se guardó en el congelador a -80 °C. El 
sistema de congelación Mr. Frosty consiste en un contenedor de policarbonato que contiene 
alcohol isoamílico y que, al ser sometido a congelación, permite un descenso gradual de la 



 Materiales y métodos 

 83 

temperatura de 1 °C/min que favorece una buena conservación celular. Las células se 
mantuvieron en el recipiente aproximadamente durante 24 h y, entonces, se pasaron a 
nitrógeno líquido donde se almacenaron hasta su posterior utilización. 

Para la descongelación, en el caso de las células SH-SY5Y se resuspendió directamente 
el contenido del criotubo en un tubo Falcon de 15 ml con medio de mantenimiento. En el 
caso de las hNSC se atemperó el criotubo en el baño de agua a 37 °C hasta quedar un 
pequeño cristal y, luego, el contenido se resuspendió en un tubo Falcon de 15 ml con medio 
de crecimiento previamente atemperado. A continuación, tanto las células SH-SY5Y como las 
hNSC se centrifugaron a 378 x g o 200 x g durante 5 o 4 min, respectivamente. Finalmente, 
se retiró el sobrenadante para eliminar el DMSO que resulta tóxico para las células a 
temperatura ambiente, y el pellet celular obtenido se resuspendió con el medio de 
crecimiento para sembrarlo a la placa de cultivo adecuada. 

V.2.4. Recuento celular 

El recuento celular se realizó utilizando el Countess® Automated Cell Counter 
(ThermoFisher Scientific) diseñado para el contaje de células (desde 1 x 104 hasta 1 x 107 
células/ml) y la evaluación de la viabilidad. Para ello se empleó la técnica estándar de azul 
tripán, que es un colorante capaz de penetrar en las células muertas, ya que estas presentan 
una membrana plasmática desestructurada.  

Así pues, se mezclaron 20 μl de suspensión celular con el mismo volumen de azul tripán. 
La mezcla se pipeteó por duplicado en el interior de la cámara desechable. A continuación, 
el dispositivo realizó el conteo de forma automática. 

V.2.5. Análisis de contaminación con Mycoplasma spp. 

Periódicamente se llevó a cabo el control de contaminación por micoplasma en las líneas 
celulares utilizadas. Para el análisis se recogieron alícuotas de 2 ml de medio de cultivo tras 
48 h de contacto con las células. Estas muestras se enviaron al servicio de cultivo celular del 
Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud para su análisis mediante MycoAlert™ 
Mycoplasma Detection (Lonza) con el lector Synergy™ HT (BioTek). 

V.2.6. Purificación de la línea de células madre neurales por el método de separación 
celular magnética 

La tecnología MACS® permite la separación magnética de poblaciones celulares basadas 
en antígenos de superficie, proporcionando un método rápido y suave para el aislamiento 
de células viables y funcionales mediante el marcaje de epítopos con anticuerpos específicos 
conjugados con bolitas o beads superparamagnéticas. 

En este caso, se emplearon MicroBeads Anti-PSA-NCAM. El anticuerpo Anti-PSA-NCAM 
reconoce el ácido polisiálico (PSA) que está unido al dominio extracelular de la molécula de 
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adhesión celular neural (NCAM). De forma que se empleó PSA-NCAM como marcador de 
células neurales inmaduras. 

Para la purificación se siguió el protocolo del fabricante Miltenyi Biotec. En resumen, la 
suspensión celular se marcó magnéticamente con las beads para cargarlas en una columna 
MACS® colocada en el campo magnético de un separador MACS. De esta forma, las células 
PSA-NCAM+ marcadas magnéticamente quedaron retenidas dentro de la columna; mientras 
que las células no marcadas pasaron libremente a través de esta. Tras retirar la columna del 
campo magnético, las células PSA-NCAM+ retenidas magnéticamente se eluyeron como 
fracción celular seleccionada. Finalmente, estas células se cultivaron con normalidad 
siguiendo los métodos descritos previamente. 

V.2.7. Diferenciación a neurona madura 

Diferenciación a neurona de la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y 

Para la diferenciación de la línea SH-SY5Y, se sembraron 15 000 células/cm2 en medio 
DMEM de bajo contenido en glucosa (5 mM) suplementado con 10 % de FBS. A las 24 h de 
sembradas, las células se cambiaron al medio de diferenciación; dicho medio se reemplazó 
por medio fresco cada tres días durante una semana.  

El medio de diferenciación neural para la línea SH-SY5Y se compone de Neurobasal™-A 
sin glucosa ni piruvato, suplemento B27™ 1x, suplemento CultureOne™ 1x,  suplemento 
GlutaMAX™ 1x, suplemento N-2 1x, 10 μM ácido retinoico, 5 mM glucosa, y 1 mM piruvato. 
Todos los compuestos pertenecen a la marca Gibco™ (ThermoFisher Scientific), excepto la 
glucosa y el piruvato pertenecientes a Sigma-Aldrich. 

Diferenciación a neurona de células madre neurales 

Para la diferenciación de las hNSC, se sembraron 30 000 células/cm2 en medio StemPro 
completo. A las 24 h de sembradas, las células se cambiaron al medio de diferenciación; dicho 
medio se reemplazó por medio fresco cada tres días durante una semana.  

En la diferenciación se emplearon placas o frascos cubiertos con poli-L-ornitina y 
laminina. Para su preparación, se recubrió la superficie con poli-L-ornitina (Sigma-Aldrich) a 
una concentración de 20 μg/ml en H2O apta para cultivos celulares; entonces, se incubó 
durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, se realizaron dos lavados con agua estéril y se incubó 
durante 2 h a 37 °C con laminina (ThermoFisher Scientific) a una concentración de 10 μg/ml 
en agua apta para cultivos celulares. Finalmente, se hizo un lavado con DPBS sin Ca2+ Mg2+ 
(Gibco™, ThermoFisher Scientific) y se añadió el medio StemPro completo. Todo el proceso 
se realizó con un volumen adecuado para cubrir la superficie del soporte empleado. 

El medio de diferenciación neural para las hNSC se compone de Neurobasal™-A sin 
glucosa ni piruvato, suplemento B27™ sin suero 1x, suplemento CultureOne™ 1x, 
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suplemento GlutaMAX™ 1x, 200 μM ácido ascórbico, 5 mM glucosa, y 1 mM piruvato. Todos 
los compuestos pertenecen a la marca Gibco™ (ThermoFisher Scientific), excepto la glucosa 
y el piruvato pertenecientes a Sigma-Aldrich. 

V.2.7.1. Tratamientos con drogas 

Para evaluar el efecto de las diferentes drogas sobre la diferenciación a neurona, las 
células fueron expuestas a estas durante el proceso de diferenciación. Para evitar un 
potencial efecto sobre la adherencia celular, estas se sembraron en su medio de 
mantenimiento; pasadas 24 h de la siembra, se cambió al medio de diferenciación en el cual 
se disolvió el fármaco en cuestión a la concentración deseada. Este medio se renovó cada 
tres días durante la semana de diferenciación por medio fresco con droga. El stock de todas 
las drogas empleadas se encontraba disuelto en agua apta para cultivos celulares. 

En todos los casos, en paralelo a los tratamientos, se sembraron células para diferenciar sin 
drogas que se emplearon como control de diferenciación. 

V.2.8. Estudio de la diferenciación neural mediante el sistema Incucyte 

Para el estudio de la diferenciación neuronal, se empleó el equipo Incucyte® (Sartorius 
AG), una plataforma cuantitativa en tiempo real de imágenes de células vivas que permite la 
visualización y la cuantificación del comportamiento celular a lo largo del tiempo mediante 
la recopilación y el análisis automático de imágenes dentro de un incubador. En particular, 
el Incucyte® se programó con el módulo Neurotrack para que adquiriese imágenes cada 12 
h. Una vez analizadas las imágenes mediante el software Neurotrack, este proporcionó un 
conjunto de métricas. En el caso del estudio de la diferenciación neural en ambas líneas, se 
midieron la longitud y la ramificación de neuritas; para evaluar los efectos de los fármacos 
estudiados sobre el crecimiento de las neuritas se midieron tanto la longitud de estas como 
su ramificación normalizadas frente a los grupos de cuerpos celulares o cell-body cluster. 

V.2.9. Inmunofluorescencia de cultivos celulares 

Para la inmunofluorescencia de células fijadas, las células se lavaron con PBS o DPBS 
para, posteriormente, fijar con paraformaldehído al 4 % durante 15 min a temperatura 
ambiente. Después de la fijación, se lavaron dos veces con PBS o DPBS. Entonces, las células 
se trataron con Tritón X-100 al 0,1 % durante 15 min a temperatura ambiente con el fin de 
permeabilizar. Finalmente, se incubaron con albúmina sérica bovina (BSA) al 5 % durante 30 
min a temperatura ambiente para bloquear la superficie y evitar uniones inespecíficas. 

Para el marcaje de las proteínas, las células se incubaron con el anticuerpo anti-TUBB3 
(conejo, 1:1000, Abcam) en una solución de PBS con BSA al 1 % y Tritón X-100 al 0,1 % 
durante 2 h a temperatura ambiente. Tras dicha incubación, se lavó dos veces con Tritón X-
100 al 0,1 %. Entonces, se incubó con el anticuerpo secundario Alexa Fluor™ 488 goat anti-
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rabbit IgG (H+L) (cabra, 1:1000, Invitrogen) protegido de la luz durante 1 h a temperatura 
ambiente. De nuevo, se lavaron las células dos veces con Tritón X-100 al 0,1 %. Finalmente, 
se incubaron las células con una solución de 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 1:1000 en PBS 
durante 10 min para teñir los núcleos celulares. 

Para descartar la existencia de uniones inespecíficas, en todos los casos se realizó 
paralelamente un control de anticuerpo secundario, siguiendo el mismo procedimiento, 
pero sustituyendo la incubación con el anticuerpo primario por PBS. 

Las preparaciones se visualizaron hasta 30 – 90 min después a través de la estación de 
imagen EVOS® FLoid®Cell Imaging Station (ThermoFisher Scientific). El sistema permite 
tomar las imágenes directamente desde la propia placa de cultivo. 

V.3. Modelo animal 

Para estudiar el efecto de la exposición prenatal a AZT, se empleó un modelo murino, 
concretamente ratones de la cepa C57BL/6J adquiridos en Charles River Laboratories 
(Francia). El objetivo del estudio era correlacionar defectos en la neurogénesis inducidos por 
la exposición prenatal a AZT con posibles consecuencias asociadas al envejecimiento, en 
particular el desarrollo de la PD de ataque tardío. Por tanto, los tratamientos se realizaron 
durante el periodo fetal y los animales se mantuvieron hasta los 22 meses de edad (Figura 
V.1), que equivale aproximadamente a 77 años en humanos. 

 
Figura V.1. Línea temporal del proyecto para estudiar el efecto de la exposición prenatal a AZT llevado a 
cabo en el modelo murino C57BL/6J. E8 y E15 indican días embrionarios. 

Durante el desarrollo del estudio, los animales se albergaron en el animalario del Centro 
de Investigación Biomédica de Aragón. Los ratones se alojaron en jaulas blandas con filtro 
superior en un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h, 55 ± 10 % de humedad y 22 ± 2 °C de 
temperatura controlada. Los animales tuvieron acceso tanto a agua osmotizada y esterilizada 
en autoclave como a alimentos irradiados (dieta de mantenimiento para roedores 2914 
Teklad Global 14 % de proteínas). Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo la 
Licencia de Proyecto PI17/00166 aprobada por la Comisión Ética Asesora para la 
Experimentación Animal de la Universidad de Zaragoza. El cuidado y el uso de los animales 



 Materiales y métodos 

 87 

se realizaron de acuerdo con la Política Española de Protección Animal RD53/2013, que 
cumple con la Directiva 2010/63 de la Unión Europea relativa a la protección de los animales 
utilizados para experimentación y otros fines científicos. 

Para comenzar el proyecto, tras un tiempo de aclimatación de 3,5 a 4,5 semanas, se 
llevaron a cabo los cruces programados entre hembras de 12,5 – 13,5 semanas de edad con 
machos exreproductores. A la mañana siguiente se examinó la presencia de tapón vaginal 
para confirmar el embarazo. Además, en el día embrionario 7 (E7) todas las hembras se 
pesaron para evaluar la ganancia de peso. 

Al igual que en humanos, las neuronas dopaminérgicas del ratón se desarrollan 
principalmente en el periodo prenatal. En concreto, en ratones la especificación y la 
diferenciación de neuronas dopaminérgicas del cerebro medio ocurre entre los días 
embrionarios E9 y E14 y entre E11.5 y E15, respectivamente (261–264). Por ello, el 
tratamiento se administró a las hembras gestantes desde el día E8 hasta el día E15 (Figura 
V.1). Dichas hembras se distribuyeron al azar en varios grupos correspondientes a vehículo, 
dosis baja de fármaco (AZT 2,5 mg/día) o dosis alta de fármaco (5 mg/día). La dosis de 2,5 
mg se calculó de acuerdo al método de normalización de la superficie corporal siendo 
equivalente a los 600 mg/día de AZT que reciben los humanos. El tratamiento se administró 
mediante sonda nasogástrica (10 µl/g de peso corporal), sin superar el límite máximo 
permitido de 2 ml/100 g para soluciones acuosas, según recomendaciones de la OECD 
(265,266). 

Esta generación de ratones se mantuvo hasta los 22 meses. Durante este tiempo, se 
realizó el seguimiento del peso corporal en tres momentos: al mes de nacer, antes de las 
pruebas conductuales, y previo al sacrificio. Las diferentes pruebas conductuales (apartado 
V.3.1), se escogieron para evaluar parámetros motores u olfativos que podrían estar 
afectados en la PD. Estas pruebas se llevaron a cabo en tres etapas diferentes una vez ya 
alcanzada la mediana edad, 12 meses (45 años en humanos), 16 meses (55 años en humanos) 
y 20 meses (70 años en humanos) (Figura V.1). 

Al llegar a los 22 meses los ratones se sacrificaron por dislocación cervical para la 
realización de estudios bioquímicos e histológicos. 

V.3.1. Pruebas conductuales 

V.3.1.1. Prueba de campo abierto 

La actividad locomotora se evaluó en un aparato de campo abierto (8). Se colocó a cada 
ratón en el centro del cuadrado de arena (45 x 45 x 40 cm) y se le permitió explorarla durante 
15 min. Durante este periodo, se registró la distancia total (actividad locomotora) y la 
velocidad de movimiento (cm/s). Los datos se registraron utilizando el sistema de 
seguimiento por vídeo Smart Junior (Panlab) operado por ordenador.   
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V.3.1.2. Prueba de rejilla invertida 

Esta prueba se utilizó para evaluar la fuerza muscular de las cuatro extremidades en los 
ratones (267). Los animales se colocaron en el centro de una tapa de jaula estándar con rejilla 
metálica y se voltearon suavemente hasta quedar suspendidos cabeza abajo a 40 cm por 
encima de una jaula limpia. Se registró el tiempo que tardaban en caer de la rejilla; el tiempo 
máximo permitido por ensayo era de 90 s. Si un ratón no realizaba el tiempo máximo, se 
repetía la prueba hasta 3 veces, y se promediaban los datos de los tres ensayos. Los tiempos 
de caída se puntuaron de la siguiente manera: caída entre 1 y 10 s = 1, caída entre 11 y 25 s 
= 2, caída entre 26 y 60 s = 3, caída entre 61 y 90 s = 4, caída después de 90 s = 5.  

V.3.1.3. Prueba de suspensión de alambre 

Esta prueba se utilizó para evaluar tanto la fuerza de las extremidades anteriores como 
la coordinación motora (268). Un alambre de 55 cm de ancho y 2 mm de grosor se colocó a 
dos soportes verticales situados a 30 cm sobre una zona de caída suave. Se sujetó un ratón 
por la cola y se colocó en el centro del alambre, colgando de sus extremidades anteriores. La 
puntuación inicial se registró como 10. Cuando un ratón caía o alcanzaba uno de los lados 
del alambre, la puntuación disminuía o aumentaba en 1, respectivamente. Después de una 
caída o cada vez que el ratón alcanzaba un extremo del alambre, se volvía a colocar en la 
posición original en el centro del alambre. El procedimiento se repitió hasta que la 
puntuación de caída llegó a cero o el tiempo total de suspensión alcanzó los 3 min.  

V.3.1.4. Prueba de pesas 

La fuerza de agarre de la extremidad anterior se midió mediante una prueba de 
levantamiento de peso empleando alambre de acero al que se acoplaron eslabones de 
cadena de acero con pesos crecientes (20, 33, 46, 59, 72, 85 y 98 g) (267). Se sujetaba a un 
ratón por la cola y se le permitía agarrar el alambre de acero unido al peso más bajo. Si el 
ratón era capaz de sujetar la pesa con sus patas delanteras durante 3 s, se probaba la 
siguiente pesa más pesada. Si la pesa se caía antes de 3 s, se repetía el procedimiento con la 
misma pesa. Si el ratón fallaba en tres pruebas consecutivas, se daba por terminado el 
experimento. La puntuación final se calculó como el producto del número máximo de 
eslabones mantenidos durante 3 s más el tiempo que el animal fue capaz de levantar la 
siguiente cadena más grande.  

V.3.1.5. Evaluación de la hiposmia 

Para comprobar la función olfativa, se realizó la prueba de búsqueda de galletas (269). 
Los ratones se familiarizaron con la galleta de chocolate durante tres días antes de la prueba. 
Se aplicó una restricción alimentaria durante más de 18 h antes de la prueba. El día de la 
prueba, cada ratón se colocó individualmente en una jaula limpia que contenía 3 cm de lecho 
fresco y se dejó aclimatar durante 5 min. Tras la aclimatación, se enterró una galleta de 
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chocolate (3 g) 0,5 cm bajo el lecho en una esquina de la jaula y se colocó al ratón en el borde 
opuesto. Se registró el tiempo que tardaba el ratón en descubrir la galleta hasta un límite 
máximo de 15 min.  

V.4. Extracción, manipulación y análisis de ácidos nucleicos 

V.4.1. Aislamiento de DNA total a partir de muestras biológicas o cultivos celulares 

El DNA total se extrajo utilizando SPEEDTOOLS DNA Extraction (Biotools) tanto para 
células como para homogenado de tejido cerebral. Antes de la extracción, las células en 
cultivo se recogieron por tripsinización, se centrifugaron y se lavaron con PBS frío mediante 
resuspensión y posterior centrifugación. Tras la obtención del pellet celular, este se congeló 
a -80 °C hasta el momento de la extracción. Durante la extracción se siguieron las 
indicaciones del fabricante para células en cultivo crecidas en monocapa o tejido. 

V.4.2. Aislamiento de RNA total a partir de muestras biológicas o cultivos celulares 

El RNA total se extrajo utilizando NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) tanto para células 
como para homogenado de tejido cerebral. Antes de la extracción, las células en cultivo se 
recogieron por tripsinización, se centrifugaron y se lavaron con PBS frío mediante 
resuspensión y posterior centrifugación. Durante la extracción se siguieron las indicaciones 
del fabricante para células en cultivo crecidas en monocapa o tejido. 

V.4.3. Retrotranscripción de RNA total 

El DNA complementario (cDNA) monocatenario se obtuvo mediante Transcriptor High 
Fidelity cDNA Synthesis (Roche) utilizando como molde RNA total extraído previamente del 
pellet celular (apartado V.4.2). Para ello, se emplearon 250 ng de RNA, o el máximo volumen 
permitido si la concentración no era suficiente, junto con los reactivos en un volumen final 
de 20 μl (Tabla V.1). 

Tabla V.1. Mezcla de reacción para la retrotranscripción de RNA a cDNA. 
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Inicialmente, se añadió el volumen correspondiente de RNA junto con 2 µl de Random 
hexamer primer y agua hasta completar 11,4 µl. Entonces se incubó la mezcla a 65 °C durante 
10 min en el termociclador Veriti™ (Applied Biosystems™). Tras enfriar en hielo, se añadieron 
8,6 µl de la mezcla con los reactivos restantes. Finalmente, se llevaron a cabo los 
correspondientes ciclos de temperatura en el termociclador (Tabla V.2). La muestra de cDNA 
obtenida se conservó a -20 °C hasta su uso. 

Tabla V.2. Programa de 
temperaturas para la 
retrotranscripción el RNA a cDNA. 

 

V.4.4. Cuantificación de ácidos nucleicos mediante espectrofotometría 

La cantidad de ácidos nucleicos se determinó utilizando el espectrofotómetro Nanodrop 
(ND-1000). Se midió la absorbancia tanto a 260 nm para cuantificar la cantidad de DNA o 
RNA, como a 230 y 280 nm para calcular la pureza de dicha muestra.  

En primer lugar, se realizaron dos medidas con agua destilada, la segunda de ellas para 
fijar el valor del blanco. Posteriormente, se añadió 1 – 2 µl de las muestras de DNA o RNA a 
cuantificar y se obtuvieron los valores de concentración de ácidos nucleicos, ya calculados 
por el programa informático asociado. Las ratios de absorbancia para evaluar la pureza se 
consideraron óptimos cuando se encontraban entre 1,8 – 2,0 para 260/280 nm o 2,0 – 2,2 
para 230/280 nm. 

V.4.5. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La reacción de PCR se llevó a cabo a partir de 100 ng de DNA total extraído de tejido 
cerebral de ratón (apartado V.4.1). Las condiciones de la PCR varían en función de las 
características de la región de DNA a amplificar y de la enzima DNA polimerasa utilizada. Para 
comprobar la ausencia de contaminación durante la preparación de los reactivos, en cada 
experimento se preparó un tubo adicional con la mezcla de reacción que carecía de DNA 
(blanco). 

V.4.5.1. Amplificación del mtDNA completo (PCR larga) 

La determinación de deleciones en el mtDNA se realizó mediante PCR larga. Para ello, 
se utilizó como molde DNA total, junto con dos oligonucleótidos diseñados para amplificar 
el mtDNA completo de ratón (Tabla V.3). 



 Materiales y métodos 

 91 

Tabla V.3. Secuencias de los oligonucleótidos empleados para la 
amplificación completa del mtDNA de ratón. 

 

Tanto los volúmenes de reactivos (ThermoFisher Scientific) (Tabla V.4) como las 
condiciones de la reacción (Tabla V.5) se recogen en las siguientes tablas: 

Tabla V.4. Mezcla de reacción para la amplificación completa del mtDNA de ratón. 

 

Tabla V.5. Programa de temperaturas para la 
amplificación completa del mtDNA de ratón. 

 

V.4.5.2. Amplificación de la región control del mtDNA para su secuenciación 

Para la secuenciación de la región control del mtDNA, en primer lugar, se amplificó dicha 
región mediante PCR. Para ello, se utilizó como molde DNA total, junto con dos 
oligonucleótidos diseñados para amplificar la región control del mtDNA de ratón (Tabla V.6) 
(ThermoFisher Scientific). En este caso, la mezcla de reacción utilizada EmeraldAmp® Max 
PCR Master Mix pertenece a la casa comercial Takara. 

Tabla V.6. Secuencias de los oligonucleótidos empleados para la 
amplificación de la región control del mtDNA de ratón. 
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Tanto los volúmenes de reactivos (Tabla V.7) como las condiciones de la reacción (Tabla 
V.8) se recogen en las siguientes tablas: 

Tabla V.7. Mezcla de reacción para la amplificación de la región control del mtDNA 
de ratón. 

 

Tabla V.8. Programa de temperaturas para la 
amplificación de la región control del mtDNA de 
ratón. 

 

V.4.6. Electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa 

La separación electroforética de ácidos nucleicos se realizó en geles de agarosa que 
permiten la separación de los mismos en función de su tamaño. 

Para la preparación de las muestras, 5 µl de amplificado se mezclaron con 2 µl de 
tampón de carga (Ficoll 400 al 15 %, azul de bromofenol al 0,2 %, en tampón de electroforesis 
(TBE)).  

Para la electroforesis de ácidos nucleicos, se emplearon geles horizontales de agarosa 
teñidos con bromuro de etidio. La agarosa se disolvió en tampón TBE (Tris 50 mM, Ácido 
Bórico 50 mM, EDTA-Na 1 mM, pH 8,3) calentado la mezcla en un horno microondas, a 0,7 
% para el análisis de amplificados procedentes de PCR larga o 1 % para el análisis de 
amplificados procedentes de PCR para secuenciación. Tras añadirle bromuro de etidio (1 
μg/ml), la solución se dejó gelificar en camas de 50 o 100 ml (Bio-Rad). La electroforesis se 
realizó a un voltaje constante de 100 V durante 30-60 min, en función de la separación 
deseada. A continuación, el resultado se visualizó mediante la exposición del gel a una fuente 
de radiación ultravioleta (Gel Doc™, Bio-Rad). 
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V.4.7. Secuenciación de la región control del mtDNA 

Tras comprobar por electroforesis la correcta amplificación del fragmento de la región 
control del mtDNA, se purificaron las muestras. Para ello, 10 µl de muestra se mezclaron con 
4 µl de ExoSAP-IT™ Express, que contiene exonucleasa I y fosfatasa alcalina (Applied 
Biosystems). Las condiciones de la reacción se recogen en la siguiente tabla (Tabla V.9):  

Tabla V.9. Programa de 
temperaturas para la purificación 
con ExoSAP-IT™ Express. 

 

Posteriormente, las muestras se enviaron al servicio de secuenciación automática en la 
Unidad de Genómica de la Universidad Complutense de Madrid. Para la secuenciación se 
emplearon los oligonucleótidos utilizados para la amplificación de la región control del 
mtDNA (Tabla V.6), junto con otro adicional, MsmtL15422 (5’- 
TGGTATTCTAATTAAACTACTTCTTG-3’). 

Para analizar las secuencias se utilizó el software Sequencher v 4.1.4. Este programa 
permite el alineamiento de varias secuencias, de modo que se alinearon las secuencias 
obtenidas (solapantes entre sí) con la secuencia de referencia del mtDNA (DQ106412.1). 
Entonces, el programa detecta los cambios producidos en las mismas, ya sean cambios de 
base, deleciones o inserciones, y así se pueden analizar los polimorfismos presentes en las 
muestras. 

V.4.8. Determinación de la metilación global del DNA 

El kit MethylFlash™ Methylated DNA Quantification (Epigentek) permite cuantificar la 
cantidad de 5-metilcitosina, un indicador clave en la metilación del DNA. Esta metilación del 
DNA supone la unión covalente de un grupo metilo al carbono 5 del anillo de citosina por 
acción de enzimas metiltransferasas. 

La microplaca proporcionada en este kit está pre-tratada para tener una gran afinidad 
por el DNA. Cuando los estándares o las muestras (100 ng de DNA) se añaden a los pocillos 
de la microplaca, se incuban a 37 °C durante 90 min para favorecer su unión a la superficie 
de la placa. Tras varios lavados, se incuba con el anticuerpo de captura durante 60 min a 
temperatura ambiente. De nuevo, se lava la placa varias veces y se añade el anticuerpo de 
detección para incubar durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, tras una 
serie de lavados, se incuba con una solución de amplificación de señal durante 30 min a 
temperatura ambiente. Por último, se lava varias veces la placa y se añade la solución de 
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sustrato a cada pocillo donde se producirá la reacción colorimétrica. Esta reacción finaliza 
con la adición de la solución de parada tras aproximadamente 10 min de incubación 
protegido de la luz. La absorbancia se mide espectrofotométricamente a una longitud de 
onda de 450 nm. La cuantificación del porcentaje de 5-metilcitosina de las muestras se 
calculó comparando su absorbancia con la recta estándar construida a partir de un DNA 
hipermetilado incluido en el kit. Para la realización de este ensayo se siguieron las 
instrucciones del protocolo del fabricante, midiendo la absorbancia mediante el lector de 
placas NOVOstar (BMG Labtech). 

V.4.9. Determinación del número de copias de mtDNA mediante PCR cuantitativa a 
tiempo real a partir de DNA  

La medida de los niveles de mtDNA se basó en la técnica de sondas TaqMan® que 
consiste en la determinación simultánea del genoma mitocondrial junto con el genoma 
nuclear. En las muestras procedentes de cultivos celulares de origen humano, la sonda 
mitocondrial con el fluoróforo fluoresceína (FAM) está diseñada para que hibride en una 
zona muy conservada del mtDNA (gen MT-RNR1), mientras que la nuclear con el fluoróforo 
de xanteno asimétrico (VIC) hibrida en el gen de la RNAsa P. A continuación, se muestran las 
secuencias tanto de los oligonucleótidos como de la sonda FAM (Tabla V.10) diseñadas para 
el gen MT-RNR1; en el caso de la RNAsa P, se empleó el reactivo TaqMan™ RNase P assay 
(ThermoFisher Scientific) marcado con el fluoróforo VIC. En el caso de las muestras 
procedentes de tejido de ratón, la sonda mitocondrial con fluoróforo FAM también está 
diseñada para que hibride en una zona muy conservada del mtDNA (gen Mt-rnr1), mientras 
que la nuclear con fluoróforo VIC hibrida en el gen de la Gapdh. En ambos casos se emplearon 
reactivos que contienen la mezcla de sonda Taqman® con oligonucleótidos específicos para 
cada gen (ThermoFisher Scientific). 

Tabla V.10. Secuencias de los oligonucleótidos y la sonda FAM empleados para 
cuantificar el número de copias de mtDNA y su temperatura de hibridación. 

 

Para las muestras derivadas de células de origen humano, se emplearon rectas estándar 
realizadas a partir de una mezcla de dos plásmidos que contenía 9 x 106 copias del gen 
mitocondrial y 9 x 104 copias del gen nuclear. Desde esta se realizaron diluciones seriadas 
1:3 (en tampón Tris-HCl 10 mM pH = 8,5). La reacción de PCR a tiempo real se llevó a cabo a 
partir de 15 ng de DNA total de cada muestra. Para ello, se prepararon diluciones en agua 
estéril libre de DNAsas de cada muestra a la concentración adecuada para cargar el mismo 
volumen de DNA. 
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En el caso de las muestras derivadas de tejido cerebral de ratón, la reacción de PCR a 
tiempo real se llevó a cabo a partir de 10 ng de DNA total de cada muestra. Para ello, se 
prepararon diluciones en agua estéril libre de DNAsas de cada muestra a la concentración 
adecuada para cargar el mismo volumen de DNA.  

Tanto los volúmenes de reactivos (Tabla V.11, Tabla V.12) como las condiciones de la 
reacción (Tabla V.13) se recogen en las siguientes tablas: 

Tabla V.11. Mezcla de reacción para cuantificar el número de copias de mtDNA en 
humano. 

 

Tabla V.12. Mezcla de reacción para cuantificar el número de copias de mtDNA en ratón. 

 

Tabla V.13. Programa de temperaturas para 
cuantificar el número de copias de mtDNA. 

 

La PCR a tiempo real fue monitorizada por el StepOne™ System (Applied Biosystems). 
Los resultados, analizados en el programa StepOne v2.3, se expresaron como ΔCt entre la 
sonda mitocondrial y la nuclear. Posteriormente se relativizaron a la muestra control para 
obtener el porcentaje relativo de expresión. 
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V.4.10. Determinación de los niveles de expresión de transcritos de mRNA mediante 
PCR cuantitativa a tiempo real 

La cuantificación de los niveles de mRNA de los distintos genes estudiados se llevó a 
cabo mediante la técnica de sondas TaqMan® en el StepOne™ System (Applied Biosystems). 
Para ello, se utilizó como molde RNA extraído de células en cultivo o de muestras biológicas 
(apartado V.4.2), o cDNA previamente sintetizado (apartado V.4.3). El gen estudiado se 
determinó mediante una sonda marcada con fluoróforo FAM; simultáneamente, se midió un 
gen constitutivo o de referencia mediante una sonda marcada con fluoróforo VIC (Tabla 
V.14).  

Tabla V.14. Sondas Taqman® (ThermoFisher Scientific) empleadas para la determinación de la expresión de 
transcritos de mRNA tanto nucleares como mitocondriales. 

 

Para la determinación a partir de RNA, en cada reacción se emplearon 10 ng. Para ello, 
se prepararon diluciones en agua estéril libre de RNAsas de cada muestra a la concentración 
adecuada para cargar el mismo volumen de RNA. Tanto los reactivos necesarios (TaqMan® 
RNA-to-CT™ 1‑Step, Applied Biosystems™) (Tabla V.15) como las condiciones de reacción 
(Tabla V.16) se recogen en las siguientes tablas: 
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Tabla V.15. Mezcla de reacción para la determinación de los niveles de expresión de un 
transcrito a partir de RNA. 

 

Tabla V.16. Programa de temperaturas para la 
determinación de los niveles de expresión de un 
transcrito a partir de RNA. 

 

Para la determinación partiendo de cDNA, en cada reacción se emplearon 100 ng. Para 
ello, se prepararon diluciones en agua estéril libre de DNAsas de cada muestra a la 
concentración adecuada para cargar el mismo volumen de cDNA. Tanto los reactivos 
necesarios (TaqMan® Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems™) (Tabla V.17) como 
las condiciones de reacción (Tabla V.18) se recogen en las siguientes tablas: 

Tabla V.17. Mezcla de reacción para la determinación de los niveles de expresión de 
un transcrito a partir de cDNA. 
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Tabla V.18. Programa de temperaturas para la 
determinación de los niveles de expresión de un 
transcrito a partir de cDNA. 

  

Los resultados, analizados en el programa StepOne v2.3, se expresaron como ΔCt entre 
el gen de interés y el gen constitutivo. Posteriormente se relativizaron a la muestra control 
para obtener el porcentaje relativo de expresión. 

V.4.11. Preparación de muestras de RNA para análisis por RNA-seq 

El análisis del transcriptoma de la línea hNSC diferenciada a neurona madura se llevó a 
cabo mediante una RNA-seq por parte del servicio GENEWIZ® de la empresa Azenta Life 
Sciences. 

Tras los siete días de diferenciación a neurona, en presencia o no del fármaco en estudio, 
las células se recogieron para la extracción de RNA total (apartado V.4.2). Las muestras se 
evaluaron para confirmar que se alcanzaba la cantidad mínima de RNA necesario para el 
estudio (250 ng) y que la pureza basada en el ratio de absorbancia 260/280 se encontraba 
entre 1,8 - 2,2 (apartado V.4.4); se estudió el número de integridad del RNA (RIN) mediante 
un análisis de alta sensibilidad con el sistema TapeStation (Agilent Technologies) 
corroborando que las muestras poseían un RIN ≥ 6. Posteriormente, se enviaron las muestras 
a la empresa donde realizaron el estudio de RNA-seq. Para ello, generaron una genoteca de 
cDNA que se secuenció con la plataforma NovaSeq mediante la tecnología Illumina, 
obteniendo al menos 30 millones de lecturas por muestra analizada. Finalmente, la empresa 
realizó el análisis bioinformático de los datos que enviaron junto con los datos crudos del 
estudio.  

V.5. Extracción, manipulación y análisis de proteínas 

V.5.1. Extracción de proteínas 

V.5.1.1. Extracción de proteínas a partir de muestras biológicas o cultivos 
celulares para Western blot 

Para los análisis por Western blot, los cultivos de hNSC diferenciadas se recogieron por 
tripsinización, se centrifugaron y se lavaron con PBS frío mediante resuspensión y posterior 
centrifugación. Tras obtener el pellet celular, este se congeló a -80 °C hasta la extracción. 
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Dependiendo de la cantidad de pellet o de tejido homogenado se añadieron entre 40 – 
50 o 150 – 250 μl, respectivamente, de tampón RIPA autoclavado (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 50 
mM NaCl, 0,5 % desoxicolato de sodio, 5 mM EDTA, 1 % Tritón X-100) con un cóctel de 
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich). La suspensión se incubó durante 15 min a 4 °C en 
una noria giratoria, favoreciendo la rotura de las membranas celulares por acción del 
detergente. A continuación, la suspensión se centrifugó a 4 °C durante 15 min a 15 700 x g 
para eliminar restos celulares. Finalmente, se recuperó el extracto proteico para congelar a 
-80 °C hasta su uso. 

V.5.1.2. Extracción de proteínas a partir de muestras biológicas o cultivos 
celulares para determinación de actividad enzimática y ensayo 
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) 

Para estos ensayos, los cultivos de hNSC diferenciadas se recogieron por tripsinización, 
se centrifugaron y se lavaron con PBS frío mediante resuspensión y posterior centrifugación. 
Tras la obtención del pellet celular, este se congeló a -80 °C hasta el momento de la 
extracción. 

En función de la cantidad de pellet o de tejido homogenado se añadieron entre 50 – 60 
µl o 12,5 % (p/v), respectivamente, de PBS con un cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma-
Aldrich). La suspensión se congeló en nitrógeno líquido y se descongeló rápidamente a 37 °C; 
este procedimiento se repitió tres veces. La suspensión obtenida se conservó a - 80 °C hasta 
su uso; previamente, en el caso del homogenado procedente de tejido cerebral de ratón, se 
centrifugó durante 5 min a 5000 x g para recuperar el sobrenadante. 

V.5.2. Determinación de la cantidad de proteína total mediante el método de 
Bradford 

El método de Bradford para medir de la cantidad de proteínas totales presente en un 
homogenado está basado en una reacción colorimétrica que permite cuantificar su 
concentración empleando la absorbancia. 

Para establecer una relación entre una concentración proteica y su correspondiente 
absorbancia, se prepararon una serie de estándares a partir de una solución de BSA de 
concentración conocida (1 mg/ml) para obtener una recta de calibrado con los siguientes 
puntos: 0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 mg proteína/ml. 

A continuación, en una placa de 96 pocillos, se añadieron por triplicado 10 μl por pocillo 
de muestra, diluida si era necesario, así como de las diluciones estándar. Seguidamente, se 
añaden 200 μl de reactivo de Bradford diluido 1:5 en agua destilada y se incuba durante 5 
min a temperatura ambiente protegido de la luz. Al finalizar la incubación, se determinan las 
absorbancias a 595 nm en el lector de placas NOVOstar (BMG Labtech). 
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Para calcular la concentración de proteína en las muestras se interpolaron los valores 
de absorbancia en la ecuación de la recta obtenida, teniendo en cuenta la dilución realizada. 

V.5.3. Método para el análisis de proteínas por Western blot 

V.5.3.1. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

La separación electroforética de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida que 
permiten la separación de las mismas en función de su masa molecular. 

Para la preparación de las muestras, estas se mezclaron con tampón de carga 2x (65,8 
mM Tris-HCl pH 6,8, 26,3 % glicerol, 2,1 % dodecil sulfato de sodio (SDS), 0,01 % azul 
bromofenol, 5 % β-mercaptoetanol). Entonces, se incubaron durante 5 min a 98 °C para su 
desnaturalización. 

Para la electroforesis de proteínas, se emplearon geles comerciales de gradiente 4 – 15 
% o 10 % Mini-PROTEAN® TGX™ gels (Bio-Rad). Tras retirar el peine, se colocó el gel en la 
cubeta donde se añadió el tampón de electroforesis (25 mM Tris-HCl, 192 mM glicina, 0,1 % 
SDS, pH 8,3). Se lavaron bien los pocillos con el mismo tampón para, finalmente, cargar la 
cantidad de proteína necesaria (40 – 60 µg). La electroforesis se realizó con el sistema Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) a un voltaje constante de 50 V hasta que las muestras salieron 
de los pocillos; a continuación, se mantuvo a 200 V hasta alcanzar la parte inferior del gel. 

V.5.3.2. Transferencia a membranas fluoruro de polivinilideno (PVDF) desde 
geles desnaturalizantes de poliacrilamida 

Para la transferencia de proteínas se utilizó el sistema de transferencia Trans-Blot® 
Turbo™ (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del equipo, además de las membranas 
comerciales (Bio-Rad). Se empleó el programa MIXED MW (durante 7 min a 2,5 A, hasta 25 
V), indicado para proteínas de 5 a 150 kDa. 

V.5.3.3. Inmunodetección de proteínas en membranas PVDF 

La membrana PVDF se bloqueó con 5 % (p/v) de leche desnatada en polvo en PBS 
durante 1 h a temperatura ambiente. Tras el bloqueo, se incubó con el anticuerpo primario 
a la dilución correspondiente (Tabla V.19) en PBS-Tween20 0,1 % con 1 % de leche desnatada 
en polvo. La membrana se sometió a tres lavados de 10 min en PBS-Tween20 0,1 % para 
arrastrar posibles restos de anticuerpo. Posteriormente, se incubó con el anticuerpo 
secundario adecuado según el método de detección a la dilución correspondiente (Tabla 
V.19) durante 1 h a temperatura ambiente en PBS-Tween20 0,1 % con 0,1 % leche desnatada 
en polvo. De nuevo, la membrana se sometió a dos lavados de 10 min en PBS-Tween20 0,1 
% y un lavado de 5 min de PBS. En el caso de revelado por Odyssey®, se realizó un último 
lavado con agua destilada para evitar las posibles interferencias del detergente Tween20. 
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Tabla V.19. Anticuerpos empleados y condiciones para la detección de proteínas mediante Western blot. 

 

V.5.3.3.1. Detección de proteínas mediante el sistema Odyssey 

El sistema de imágenes Odyssey® utiliza dos canales fluorescentes infrarrojos (700 o 800 
nm) para la detección y análisis simultáneo de proteínas. Las membranas fueron escaneadas 
y procesadas según los requerimientos del equipo. Una vez obtenidas las imágenes, las 
bandas fueron cuantificadas con el programa ImageJ. 

V.5.3.3.2. Detección de proteínas mediante el sistema ChemiDoc 

Para el revelado por quimioluminiscencia se empleó el sistema de imágenes ChemiDoc®. 
Después de 5 min de incubación con el sustrato quimioluminiscente SuperSignal™ West Pico 
PLUS, las membranas se escanearon y se procesaron según los requerimientos del equipo. 
Las bandas fueron cuantificadas con el programa informático del equipo, Image Lab. 

V.5.4. Ensayos de actividad enzimática 

V.5.4.1. Determinación de la actividad enzimática del complejo IV de la cadena 
respiratoria 

Para la determinación de la actividad del CIV de la cadena respiratoria, se empleó 
Cytochrome Oxidase Activity Colorimetric Assay (Abcam) que se basa en la reacción de 
oxidación del citocromo c reducido por parte del CIV. Dicha reacción se puede seguir 
colorimétricamente mediante la disminución de la absorbancia a 550 nm. Para la realización 
de este ensayo se siguieron estrictamente las indicaciones de la casa comercial. 
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Tras la preparación del citocromo c reducido, se prepararon diluciones en Enzyme 
Dilution Buffer a una concentración de 4 o 2 µg/µl de las muestras provenientes de células 
cultivadas o tejido cerebral de ratón, respectivamente. Entonces, se añadieron 5 µl de cada 
muestra diluida a la placa de 96 pocillos junto con 120 µl de citocromo c reducido diluido en 
Cytochrome Oxidase Assay Buffer (1:6). Después de agitar la placa, inmediatamente se lee la 
disminución de la absorbancia a 550 nm en el lector de placas NOVOstar (BMG Labtech).  

La actividad del CIV se calculó gracias a la pendiente de la región lineal en miliunidades 
de densidad óptica (mOD)/min del incremento de la absorbancia. Posteriormente el 
resultado se relativiza frente al control. 

V.5.4.2. Determinación de la actividad enzimática de la citrato sintasa 

La actividad citrato sintasa (CS) se mide como el incremento en la absorbancia a 412 nm 
que se produce debido a la formación de la forma aniónica del ácido 5,5-ditio-bis-2-
nitrobenzoico (DTNB, ε = 13,6 mM-1 cm-1) tras añadir oxalacetato como iniciador de la 
reacción. 

Para la determinación, se preparó una mezcla de reacción (Tabla V.20) donde el DTNB 
se preparó en fresco, mientras que el acetil-CoA se almacenaba alicuotado a -80 °C. 
Posteriormente, en una placa de 96 pocillos, se añadieron 185 μl por pocillo de la mezcla de 
reacción junto con 5 μl de cada extracto proteico obtenido por el procedimiento descrito 
anteriormente (apartado V.5.1.2). Por último, se añadieron 10 μl de oxalacetato, preparado 
en fresco a una concentración de 50 mM en agua destilada; esta adición se realizó 
automáticamente con el pipeteador programable del aparato NOVOstar (BMG Labtech), de 
manera que se pudo empezar a medir en el instante justo en el que empezó la reacción.  

Tabla V.20. Mezcla de reacción para la determinación de la actividad enzimática 
de la CS. 

  

La actividad de citrato sintasa obtenida, correspondiente a la pendiente de la recta en 
mOD/min del incremento de la absorbancia a 412 nm, se dividió por la cantidad total de 
proteínas en mg, calculada anteriormente por el método de Bradford. De esta forma, se 
obtuvo la actividad específica (mOD/min/mg proteína). 
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V.5.5. Ensayos ELISA 

V.5.5.1. Determinación de los niveles de transportador de dopamina  

El ensayo Mouse DAT (Dopamine Transporter) ELISA (Elabscience) se trata de un ELISA 
tipo sandwich. La microplaca proporcionada en este kit está pre-recubierta con un 
anticuerpo específico para DAT de ratón. Cuando los estándares o las muestras se añaden a 
los pocillos de la microplaca, se combinan con el anticuerpo específico unido a dicha placa. 
A continuación, se incuba cada pocillo con un anticuerpo de detección biotinilado específico 
para DAT de ratón. Tras varios lavados, se incuba con un conjugado de avidina-peroxidasa 
de rábano (HRP). Finalmente, se lava varias veces para eliminar el exceso de conjugados 
enzimáticos y se añade la solución de sustrato a cada pocillo donde se producirá la reacción 
colorimétrica; solo aquellos pocillos con DAT de ratón, anticuerpo de detección biotinilado y 
conjugado avidina-HRP aparecerán de color azul. La reacción enzima-sustrato finaliza con la 
adición de la solución de parada cambiando el color a amarillo. La absorbancia se mide 
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm, siendo proporcional a la 
concentración de DAT. La cuantificación de las muestras se consiguió comparando con la 
curva estándar de concentraciones conocidas. Para la realización de este ensayo se siguieron 
las instrucciones del protocolo del fabricante, midiendo la absorbancia mediante el lector de 
placas NOVOstar (BMG Labtech). 

V.5.5.2. Determinación de los niveles del neurotransmisor dopamina 

El Dopamine Research ELISA™ (LDN) es un inmunoensayo enzimático para la 
determinación cuantitativa de dopamina de forma competitiva. La dopamina se somete a 
una extracción utilizando un gel de afinidad específico para cis-diol, una posterior acilación 
y una conversión enzimática.  

El antígeno (dopamina modificada) está unido a la fase sólida de la placa de 
microtitulación. Estándares, controles y muestras compiten con el antígeno de la fase solida 
por la unión al antisuero. Tras alcanzar el equilibrio, tanto los antígenos como los complejos 
de antígeno-antisuero libres se eliminan con lavados. El anticuerpo unido a la fase sólida se 
detecta mediante un anticuerpo IgG-conejo conjugado con peroxidasa utilizando 3,3',5,5' 
tetrametil-bencidina (TMB) como sustrato. La absorbancia se mide a 450 nm. La 
concentración de dopamina es inversamente proporcional a la cantidad de anticuerpo unido 
a la placa y, por tanto, a la absorbancia detectada. La cuantificación de las muestras se 
consiguió comparando su absorbancia con la curva estándar de concentraciones conocidas. 
Para la realización de este ensayo se siguieron las instrucciones del protocolo del fabricante, 
midiendo la absorbancia mediante el lector de placas NOVOstar (BMG Labtech). 
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V.6. Estudios funcionales del sistema OXPHOS 

V.6.1. Consumo de oxígeno en células intactas 

El consumo de oxígeno se midió en un oxígrafo de alta resolución llamado Oroboros® 
que se basa en el principio básico de la respirometría. Este principio dice que una muestra 
celular que consume el oxígeno presente en una cámara cerrada hará disminuir la 
concentración del mismo, de forma que, si se representa esta disminución frente al tiempo, 
se puede obtener la velocidad de consumo de oxígeno. La respirometría de alta resolución 
utiliza electrodos muy sensibles acoplados a un software avanzado (DatLab4) que 
proporciona la información simultánea de las velocidades de consumo de oxígeno, así como 
la estabilidad de la señal de dicho consumo. 

A partir de cultivos de células diferenciadas a neurona madura, ya sean SH-SY5Y o hNSC, 
se obtuvo el pellet celular mediante tripsinización y centrifugación de las mismas. Este pellet 
se resuspendió en 2,2 ml de medio DMEM sin FBS para introducirlo en la cámara; de esta 
suspensión se recogió una alícuota de 20 µl para el recuento de células. Tras cerrar la cámara, 
se estabilizó el flujo de oxígeno obteniéndose así el valor de respiración endógena o basal. 
Seguidamente, se determinó la respiración filtrante añadiendo oligomicina a 20 nM en la 
cámara para inhibir la ATP sintasa o CV, y la respiración desacoplada añadiendo el 
desacoplante carbonilcianuro-p-trifluorometoxihidrazona (FCCP) en concentraciones 
crecientes hasta alcanzar la respiración máxima de la línea que representa la máxima 
capacidad del sistema de transporte electrónico estudiado. Por último, se determinó la 
respiración no dependiente de la cadena respiratoria mediante la adición de cianuro potásico 
(KCN) a 5 mM como inhibidor del CIV, que se restó a todos los demás valores. 

V.6.2. Determinación de niveles de ATP mitocondrial 

Para determinar los niveles de ATP mitocondrial se empleó en primer lugar el CellTiter-
Fluor™ Cell Viability Assay (Promega) que se trata de un ensayo de fluorescencia no lítico que 
cuantifica el número de células vivas en una población de cultivo mediante la medición de la 
actividad de una proteasa conservada y constitutiva dentro de las células vivas. 
Posteriormente, el CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay permitió la cuantificación 
directa del ATP presente en el cultivo celular a través de un único reactivo que produce la 
lisis celular y la generación de una señal luminiscente proporcional a la cantidad de ATP. 

Para llevar a cabo el análisis, en placas de 96 pocillos blancas (NUNC), se sembraron 
5000 o 10 000 células por pocillo de la línea SH-SY5Y o hNSC respectivamente. Después de 
una semana de diferenciación a neurona madura, en condiciones estériles, se retiró la mitad 
de volumen de cada pocillo (100 µl) para añadir 100 µl del reactivo CellTiter-Fluor e incubar 
durante 30 min a 37 °C con 5 % de CO2. Transcurrido este tiempo, se midió la fluorescencia 
(380 – 400 Excitación/505 Emisión) mediante el lector de placas NOVOstar (BMG Labtech) 
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obteniendo una cuantificación proporcional a la cantidad de células viables por pocillo. 
Posteriormente, en condiciones estériles, se lavó dos veces con PBS para incubar las células 
con 100 μl por pocillo de medio DMEM free (Gibco™) sin suero con 1 mM piruvato (Sigma-
Aldrich) y 5 mM 2-desoxi-D-glucosa (Sigma-Aldrich), para bloquear la glucólisis, durante 6 h 
a 37 °C con 5 % de CO2. Transcurrido este tiempo, se incubó con 100 μl de la mezcla de 
reactivos de CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay, previamente mezclados y 
estabilizados, durante 10 min a temperatura ambiente. Para la determinación de la cantidad 
de ATP mitocondrial, previa agitación de la placa para favorecer el lisado de las células, se 
midió la luminiscencia en el lector de placas NOVOstar (BMG Labtech). Los datos obtenidos 
se expresaron como cantidad de ATP mitocondrial por célula. 

V.7. Análisis histológico de tejido cerebral de ratón 

V.7.1. Preparación del tejido cerebral  

Como se comenta previamente (apartado V.3), los animales fueron sacrificados por 
dislocación cervical. Inmediatamente después de extraer el cerebro, una mitad se recogió en 
10 % de formaldehído para fijar durante 24 h. Tras la fijación, los cerebros se deshidrataron 
mediante un gradiente ascendente de etanol, antes de ser aclarados en Safesolve (VWR 
Chemicals). A continuación, las muestras se embebieron en parafina y se cortaron en 
secciones de siete µm en un micrótomo rotatorio manual (HistoCore BIOCUT). Los cortes se 
montaron en portaobjetos de vidrio para su tinción con hematoxilina y eosina, con el fin de 
comprobar tanto la posición como el estado de la muestra, así como para realizar 
inmunohistoquímica. 

V.7.2. Inmunohistoquímica de la tirosina hidroxilasa 

Para evaluar la neurodegeneración dopaminérgica, las secciones se desparafinaron en 
Safesolve, se rehidrataron mediante un gradiente descendente de etanol y se marcaron con 
anticuerpos específicos anti-NeuN (ratón, 1:100, Abcam), anti-TH (conejo, 1: 100, Sigma-
Aldrich) y anti-GFAP (ratón, 1:100, Sigma-Aldrich) utilizando el Kit PolyStain TS - para 2 
anticuerpos de ratón y 1 de conejo en tejido de ratón (NeoBiotech). Para la realización de la 
inmunohistoquímica, se siguieron las instrucciones del protocolo del fabricante. 

V.8. Análisis estadístico 

El tratamiento estadístico de los datos se llevó a cabo con el programa GraphPad Prism 
versión 9.0.1. En primer lugar, se realizó un análisis de la normalidad de todas las variables 
estudiadas; dado que el número de valores por variable no superaba los 30, se empleó el 
test Shapiro-Wilk. De este modo, las variables normales fueron comparadas con la prueba t 
de Student desapareado o ANOVA, si se trataban de dos o más grupos de variables. Por otro 
lado, las variables que no seguían una distribución normal fueron sometidas a las pruebas no 
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paramétricas de Mann Whitney o Kruskal-Wallis en función de si se trataba de dos o más 
grupos de variables. En caso de analizar más de dos grupos de variables, se realizaron las 
pruebas de comparaciones múltiples correspondientes, Dunnett para las variables 
paramétricas o Dunn para las no paramétricas. En todos los gráficos se representaron 
mediante barras las medias junto con su desviación estándar, además de los valores 
individuales representados como puntos. Se consideró estadísticamente significativo una p-
valor menor de 0,05. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Resultados obtenidos de otras clases de fármacos administrados en la 
terapia antirretroviral combinados con NRTI  

 

 
Figura 1. Parámetros bioquímicos mitocondriales de las hNSC tras la diferenciación a neurona madura en 
presencia de antirretrovirales. Niveles de mtDNA de neuronas derivadas de hNSC expuestas a ATV (A) o RAL 
(B) determinados por qPCR. Niveles de mRNA de genes codificados en el mtDNA (MT-RNR1, MT-ND1, MT-
ND6) normalizados por GAPDH de neuronas derivadas de hNSC expuestas a ATV (C) o RAL (D) determinados 
por qPCR. Los valores medios de las células diferenciadas sin tratar se consideran el 100 %. hNSC, células 
madre neurales humanas; ATV, atazanavir; RAL, raltegravir; mtDNA, DNA mitocondrial; mRNA, RNA 
mensajero; MT-RNR1, 12S rRNA; MT-ND1, NADH deshidrogenasa 1; MT-ND6, NADH deshidrogenasa 6; 
GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; C, células diferenciadas sin tratar; ATV3, células 
diferenciadas en presencia de ATV 3 μM; ATV30, células diferenciadas en presencia de ATV 30 μM; RAL15, 
células diferenciadas en presencia de RAL 15 μM; RAL150, células diferenciadas en presencia de RAL 150 
μM. 
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Figura 2. Análisis de la diferenciación neuronal de las hNSC en presencia de antirretrovirales. Longitud de 
neuritas/cell-body clusters y ramificación de neuritas/cell-body clusters de neuronas derivadas de hNSC 
expuestas a ATV (A) o RAL (B) obtenidos con el módulo Neurotrack del sistema Incucyte®. Cada medida 
extraída de un pocillo concreto se normaliza frente a la cuantificación celular existente a tiempo cero en 
este. Los valores medios de las células diferenciadas sin tratar se consideran el 100 %. Prueba ANOVA + 
Dunnett: ** p ≤ 0,01 (vs. C). hNSC, células madre neurales humanas; ATV, atazanavir; RAL, raltegravir; C, 
células diferenciadas sin tratar; ATV3, células diferenciadas en presencia de ATV 3 μM; ATV30, células 
diferenciadas en presencia de ATV 30 μM; RAL15, células diferenciadas en presencia de RAL 15 μM; RAL150, 
células diferenciadas en presencia de RAL 150 μM. 
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Figura 3. Niveles de mRNA de marcadores neuronales de las hNSC en presencia de antirretrovirales. 
Niveles de mRNA de TUBB3 y TH normalizados por GAPDH de neuronas derivadas de hNSC expuestas a ATV 
(A) o RAL (B) determinados por qPCR. Los valores medios de las células diferenciadas sin tratar se consideran 
el 100 %. Prueba t de Student desapareado: &&&& p < 0,0001 (vs. SD). Prueba Mann Whitney: && p ≤ 0,01 
(vs. SD).  hNSC, células madre neurales humanas; ATV, atazanavir; RAL, raltegravir; mRNA, RNA mensajero; 
TUBB3, ßIII-tubulina; TH, tirosina hidroxilasa; GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; C, células 
diferenciadas sin tratar; ATV3, células diferenciadas en presencia de ATV 3 μM; ATV30, células diferenciadas 
en presencia de ATV 30 μM; RAL15, células diferenciadas en presencia de RAL 15 μM; RAL150, células 
diferenciadas en presencia de RAL 150 μM. 
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Anexo 2. Niveles de mRNA de las subunidades mitocondriales de los complejos 
del sistema OXPHOS analizados por RNA-seq en el modelo de células madre 
neurales 

 

 
Figura 4. Expresión génica diferencial de las subunidades del complejo I del sistema OXPHOS de las hNSC 
tras la diferenciación a neurona madura en presencia de AZT. Se representa la magnitud del cambio en log2 
obtenida mediante RNA-seq comparado con las hNSC diferenciadas en ausencia del fármaco (* p-valor 
ajustado ≤ 0,05). C (3); AZT5 (3); AZT50 (3). hNSC, células madre neurales humanas; AZT, azidotimidina; C, 
células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; AZT50, células 
diferenciadas en presencia de AZT 50 μM. 
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Figura 5. Expresión génica diferencial de las subunidades de los complejos II, III, IV y V del sistema OXPHOS 
de las hNSC tras la diferenciación a neurona madura en presencia de AZT. Se representa la magnitud del 
cambio en log2 obtenida mediante RNA-seq comparado con las hNSC diferenciadas en ausencia del fármaco 
(* p-valor ajustado ≤ 0,05). C (3); AZT5 (3); AZT50 (3). hNSC, células madre neurales humanas; AZT, 
azidotimidina; C, células diferenciadas sin tratar; AZT5, células diferenciadas en presencia de AZT 5 μM; 
AZT50, células diferenciadas en presencia de AZT 50 μM.  
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Anexo 3. Niveles de mRNA de proteínas mitocondriales codificadas en el núcleo 
implicadas en la replicación, la transcripción y la traducción mitocondrial, y el 
procesamiento y la degradación de RNA y proteínas de la mitocondria 
analizados por RNA-seq en el modelo de células madre neurales 
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Anexo 4. Pie de figura III. 19 

Figura III.19. Efecto de la exposición prenatal a AZT sobre el comportamiento conductual de ratones 
envejecidos. A) Distancia total recorrida durante la prueba de campo abierto (cm). 12 m: VEH: 5187 ± 1300 
(30); AZT2.5: 5727 ± 1727 (34); AZT5: 5356 ± 1669 (42). 16 m: VEH: 4140 ± 1335 (30); AZT2.5: 4081 ± 1229 
(32); AZT5: 4236 ± 1363 (41). 20 m: VEH: 2793 ± 1388 (27); AZT2.5: 2608 ± 1274 (31); AZT5: 3494 ± 1043 
(37). B) Velocidad media durante la prueba de campo abierto (cm/s). 12 m: VEH: 5,76 ± 1,45 (30); AZT2.5: 
6,36 ± 1,92 (34); AZT5: 5,97 ± 1,85 (42). 16 m: VEH: 4,60 ± 1,49 (30); AZT2.5: 4,53 ± 1,37 (32); AZT5: 4,70 ± 
1,51 (41). 20 m: VEH: 3,10 ± 1,54 (27); AZT2.5: 2,90 ± 1,42 (31); AZT5: 3,88 ± 1,16 (37). C) Puntuación 
obtenida en la prueba de rejilla invertida. 12 m: VEH: 2,97 ± 1,54 (30); AZT2.5: 3,24 ± 1,56 (34); AZT5: 2,64 
± 1,28 (42). 16 m: VEH: 2,03 ± 1,13 (30); AZT2.5: 2,16 ± 1,24 (31); AZT5: 2,35 ± 1,33 (40). 20 m: VEH: 1,96 ± 
1,08 (26); AZT2.5: 2,07 ± 1,15 (31); AZT5: 1,97 ± 1,15 (38). D) Puntuación obtenida en la prueba de 
suspensión de alambre. 12 m: VEH: 5,63 ± 5,35 (30); AZT2.5: 5,90 ± 5,64 (33); AZT5: 3,48 ± 3,22 (42). 16 m: 
VEH: 2,23 ± 2,99 (30); AZT2.5: 1,52 ± 2,86 (31); AZT5: 2,53 ± 3,88 (40). 20 m: VEH: 1,35 ± 3,41 (26); AZT2.5: 
1,52 ± 2,95 (31); AZT5: 0,53 ± 0,98 (38). E) Puntuación obtenida en la prueba de pesas. 12 m: VEH: 12,33 ± 
2,47 (30); AZT2.5: 11,24 ± 2,30 (34); AZT5: 8,91 ± 2,74 (42). 16 m: VEH: 11,73 ± 2,24 (30); AZT2.5: 10,88 ± 
1,88 (32); AZT5: 9,73 ± 2,14 (40). 20 m: VEH: 11,07 ± 2,34 (28); AZT2.5: 10,29 ± 2,09 (31); AZT5: 9,53 ± 2,09 
(38). F) Tiempo de búsqueda en la evaluación de hiposmia (s). 12 m: VEH: 121,70 ± 104,70 (30); AZT2.5: 
111,60 ± 122,30 (34); AZT5: 148,10 ± 167,80 (42). 16 m: VEH: 89,97 ± 115,30 (30); AZT2.5: 59,84 ± 61,25 
(31); AZT5: 111,10 ± 162,00 (41). 20 m: VEH: 85,38 ± 143,00 (26); AZT2.5: 131,40 ± 155,90 (31); AZT5: 105,90 
± 144,30 (37). Prueba Kruskall-Wallis + Dunn: * p ≤ 0,05 (vs. C); *** p ≤ 0,001 (vs. C); ** p < 0,0001 (vs. C). 
AZT, azidotimidina; VEH, ratones expuestos a vehículo; AZT2.5, ratones expuestos a AZT 2,5 μM; AZT5, 
ratones expuestos a AZT 5 μM; m, meses. 
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