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RESUMEN 

Debido al aumento en la esperanza de vida se ha incrementado la proporción 

de adultos en casi todos los países y México no es la excepción, llevando a un 

incremento en la incidencia de enfermedades neurodegenerativas, de las cuales se 

desconocen las causas. Sin embargo, se ha postulado que el estrés oxidante, 

toxinas exógenas, acumulación intracelular de metabolitos tóxicos, infecciones 

virales, excitotoxicidad, agregados proteicos y disfunción mitocondrial, pueden 

favorecer la aparición de la muerte neuronal y con ello los síntomas de las 

enfermedades neurodegenerativas. Dentro de estas enfermedades se encuentra la 

enfermedad de Parkinson (EP) que es la segunda de importancia a nivel mundial, 

después de la enfermedad de Alzheimer (EA). Dentro de los modelos experimentales 

de la EP que se emplean para su estudio se encuentra la administración sistémica de 

rotenona, la cual genera muerte en las neuronas dopaminérgicas al inhibir el 

complejo I mitocondrial, mecanismo observado en la patogénesis de la EP. Por otro 

lado, se ha descubierto que los ácidos grasos poliinsaturados esenciales tienen un 

efecto importante en el sistema nervioso, en la biogénesis mitocondrial, así como en 

la función dopaminérgica. En este estudio se analizó el efecto neuroprotector del 

ácido docosahexaenoico (DHA) sobre la función dopaminérgica nigroestriatal en el 

parkinsonismo inducido por rotenona. Se utilizaron ratas machos Wistar y se 

formaron cuatro grupos experimentales: a) solución salina (SS)+SS, b) SS+rotenona, 

c) DHA+rotenona y d) DHA+SS.  Se administró SS ó DHA (35 mg/kg/día, oral) 

durante siete días y posteriormente la SS ó rotenona (3 mg/kg/día, subcutánea) a 

diferentes tiempos de administración 8 ó 14 días a los cuales se les midió la actividad 
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exploratoria erguida. Posteriormente solo a 8 días de rotenona se cuantifico el 

número de neuronas dopaminérgicas, el contenido proteico de tirosina hidroxilasa, la 

expresión de tubulina y sinaptofisina, el complejo I mitocondrial, el índice de control 

respiratorio, el potencial de membrana mitocondrial, la capacidad de síntesis de 

adenosín trifosfato (ATP) y la ultraestructura mitocondrial. Los resultados mostraron 

que la rotenona disminuye la actividad exploratoria erguida a 8 y 14 días de rotenona 

y la administración del DHA ejerció efecto neuroprotector solamente a 8 días. En el 

número de neuronas dopaminérgicas, la expresión de tubulina y sinaptofisina se 

observó disminución a 8 días de administración con rotenona y el DHA previno dicha 

disminución. La actividad del complejo I mitocondrial, índice de control respiratorio, 

potencial mitocondrial transmembranal y la capacidad de síntesis de ATP no se 

vieron afectados por la rotenona, sin embargo, se observaron alteraciones 

ultraestructurales en mitocondria y el pretratamiento del DHA redujo estas 

alteraciones. Los resultados de este estudio, indican que el DHA atenúa la 

neurodegeneración dopaminérgica generada por la rotenona, posiblemente al 

prevenir la disminución en la expresión de tubulina y sinaptofisina producido por la 

toxicidad de la rotenona. 
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ABSTRACT 

Due to the increase in life expectancy, the proportion of adults in almost all 

countries has increased and Mexico it is not the exception, increasing the incidence 

from neurodegenerative disease, of which the causes are unknown. However, it has 

been postulated that oxidative stress, exogenous toxins, intracellular accumulation of 

toxic metabolites, viral infections, excitotoxicity and protein aggregates and 

mitochondrial dysfunction, may favor the appearance of neuronal death and thus the 

symptoms of neurodegenerative diseases. Among these diseases, it's found 

Parkinson's disease (PD) which is the second most important worldwide, after 

Alzheimer's disease. Among the experimental models of the EP used for its study is 

the systemic administration of rotenone which generates death in dopaminergic 

neurons by inhibiting mitochondrial complex I, mechanisms observed in the 

pathogenesis of PD. On the other hand, it has been discovered that essential 

polyunsaturated fatty acids have an important effect on the nervous system, on 

mitochondrial biogenesis as well as on dopaminergic function. In this study, it was 

analyzed the neuroprotective effect of docosahexaenoic acid (DHA) on the 

nigrostriatal dopaminergic function in rotenone induced parkinsonism. Male Wister 

rats were used and they were formed four groups experimental: a) saline solution 

(ss)+ss, b) ss+rotenone, c) DHA + rotenone and d) ss+DHA. It was administered the 

ss or DHA (35 mg/kg/day, oral) for seven days and subsequently the ss or rotenone 

(3 mg/kg/days, subcutaneous). It was measured exploratory activity (rearing) to 8 and 

14 days of rotenone, and the numbers dopaminergic neurons, the content protein the 

hydroxylase tyrosine, the expression of tubulin and synaptophysin, the mitochondria 
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complex I, respiratory control index, potential mitochondrial membrane, adenosine 

triphosphate (ATP) production activity and the mitochondrial ultrastructure was 

measured to 8 days of rotenone. The results showed that rotenone decreases 

exploratory activity (rearing) to 8 and 14 days of rotenone and administration of DHA 

exerted neuroprotective effects only to 8 days. In the number of dopaminergic 

neurons, the expression of tubulin and synaptophysin was observed decreased to 8 

days of administration with rotenone and DHA prevented such decrease. The activity 

of complex I mitochondrial, respiratory control index, potential mitochondrial 

membrane and ATP production activity they were not affected by rotenone, however 

ultrastructural alterations were observed in mitochondria and the pretreatment of DHA 

decreased these alterations. The results of this study indicate that DHA attenuates 

neurodegeneration dopaminergic generated by the rotenone, possibly by preventing 

the diminution in the expression of tubulin and synaptophysin produced by the toxicity 

of rotenone. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas 

Debido al aumento de la esperanza de vida y a la disminución de la tasa de 

fecundidad, la proporción de personas mayores de 60 años está aumentando más 

rápidamente que cualquier otro grupo de edad en casi todos los países 

(Organización Mundial de la Salud, 2019). En México, la esperanza de vida entre el 

último decenio del siglo pasado y el segundo del presente (1990-2016) ha tenido un 

incremento de 5 años. Para los varones pasó de 68 años en 1990, a 72 en el 2000 y 

a 73 en 2016; para las mujeres fue de 74 años en 1990, a 77 en el 2000 y a 78 en el 

2016 (INEGI, 2017). Con estas modificaciones, la proporción de niños y adolescentes 

ha comenzado a disminuir y se ha incrementado la proporción de adultos. Según el 

Censo de Población y Vivienda de 1990 estimó que en México el grupo de personas 

mayores de 60 años creció a un índice anual de 2.4%, en tanto que el resto de la 

población lo hizo al 1.7%, lo que indica que en pocos años el problema sanitario por 

enfermedades neurodegenerativas se convertirá en una epidemia, por lo cual el siglo 

XXl podría caracterizarse por la pandemia de las alteraciones neurodegenerativas 

(Navarrete y cols., 2000; González y Hernández, 2013). En México son más de 10 

millones de adultos mayores de 65 años, según indica el secretario de salud 

(Valadez, 2012), y uno de cada cuatro mexicanos puede padecer alguna enfermedad 

neurodegenerativa. 

El término degenerativo se aplica a las enfermedades del sistema nervioso 

que cursan con alteraciones de las células neuronales. Estos padecimientos son de 

instalación gradual, generalmente simétricos e implacablemente progresivos. De 
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acuerdo con el grupo neuronal involucrado serán las manifestaciones clínicas que se 

presenten (Navarrete y cols., 2000). Actualmente se desconocen las causas de la 

muerte neuronal en las enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, se ha 

postulado que el estrés oxidante, las toxinas exógenas, la acumulación intracelular 

de metabolitos tóxicos, las infecciones virales, la excitotoxicidad, alteraciones en la 

homeostasis de calcio, y disfunción mitocondrial, pueden favorecer la aparición de la 

muerte neuronal y con ello los síntomas de la enfermedad neurodegenerativa (Kumar 

y cols., 2005; Kim y Takahashi, 2006; Dexter y Jenner, 2013; Takalo y cols., 2013). 

 

1.2. Patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas 

1.2.1. Agregados de proteínas 

La toxicidad de las proteínas se desarrolla tanto en los casos esporádicos 

como genéticos. El mecanismo por el cual los agregados proteicos ejercen su efecto 

es por medio de las mutaciones. En la enfermedad de Parkinson (EP) se han 

observado 5 mutaciones puntuales en los genes que codifican para la proteína alfa-

sinucleína y más de 32 para la proteína precursora amiloide asociada a la 

enfermedad de Alzheimer (EA) (Flagmeier y cols., 2016; Hunter y Brayne, 2018). En 

la enfermedad de Huntington (EH) se ha identificado la mutación del gen htt que 

codifica para la proteína llamada huntingtina (Walker, 2007). Se han encontrado 

mutaciones en el gen C9orf72 que conduce a producción de proteínas repetidas 

dipeptídicas y esta mutación representa hasta el 40% de la demencia frontotemporal 

de origen genético (Mori y cols., 2013). Aunado a esto, las proteínas aberrantes 

generadas independientemente de mutaciones genéticas pueden también contribuir 
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a los depósitos proteicos. Dichos depósitos pueden establecerse en el núcleo de la 

célula, en el citoplasma y en la mitocondria (Chung y cols., 2018).   

 

1.2.2. Estrés oxidante 

La cadena de transporte de electrones (CTE) en la mitocondria es la fuente 

principal de especies reactivas del oxígeno (ERO) en las células eucariontes. La 

generación de las ERO ocurre cuando la reducción del oxígeno es incompleta. Un 

pequeño porcentaje del anión superóxido es producido por los complejos l y lll el cual 

puede ser convertido a peróxido de hidrógeno por la enzima superóxido dismutasa 

dependiente de manganeso. La glutatión peroxidasa que se localiza en la 

mitocondria cataliza la reducción del peróxido de hidrógeno a agua y a una molécula 

de oxígeno (Hauser y Hastings, 2013). Sin embargo, existen ciertas situaciones que 

pueden causar que la producción de las ERO sobrepase la capacidad de las enzimas 

antioxidantes de la célula. A esta condición se le denomina estrés oxidante, que 

puede generar daño a macromoléculas de la célula y conducir a la muerte celular. 

Este daño se da a través de las ERO como son: el radical superóxido, el radica 

hidroxilo, el oxígeno singulete, el hidroperóxido y el peroxinitrito (Nakazawa y cols., 

1996; Pohl y Kong Thoo Lin, 2018). El sitio blanco de acción de estos radicales son 

los enlaces entre los ácidos grasos quienes desestabilizan la unión e inician una 

reacción en cadena para dañar otras moléculas de ácidos grasos vecinos. Este 

proceso de oxidación se conoce como peroxidación de lípidos. El sistema nervioso 

central (SNC) es blanco de las ERO debido a que está conformado mayoritariamente 

por ácidos grasos poliinsaturados, tiene niveles bajos de actividad antioxidante y 
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concentraciones altas de metales pesados como el hierro. Estos tres factores 

permiten al SNC ser más susceptible al daño oxidante en comparación con otros 

tejidos corporales y se ha descrito que la generación de estas ERO contribuyen a la 

pérdida neuronal en muchas enfermedades neurodegenerativas (Uttara y cols., 

2009). 

 

1.2.3. Alteración en la homeostasis de calcio 

Las alteraciones del calcio en la célula se inician por medio de la 

neurotransmisión de glutamato, éste activa los receptores de la membrana neuronal 

y si la exposición supera los 3 minutos desencadena rápidamente alteración en la 

concentración de calcio intracelular y a este proceso biológico se le denomina 

excitotoxicidad (Escobar-Betancourth y Medina-Marín, 2002). En las enfermedades 

neurodegenerativas se ha observado la presencia de este proceso neurotóxico, en 

EA las regiones cerebrales afectadas presentan un incremento en los niveles de 

calcio, y de la actividad de las enzimas dependientes de calcio. En la EP también se 

ha observado incremento de calcio intracelular vinculado a la excitotoxicidad 

generada por glutamato. Sin embargo, algunos autores postulan que no sólo el 

incremento de calcio genera la excitotoxicidad, la presencia de daños 

medioambientales como metales pesados y neurotoxinas desencadenan la muerte 

neuronal dopaminérgica (Wojda y cols., 2008). En la esclerosis lateral amiotrófica se 

ha demostrado que las neuronas motoras espinales presentan alteración del calcio 

intracelular favoreciendo el daño a estas neuronas por excitotoxicidad (Wojda y cols., 

2008).      
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1.2.4. Toxinas exógenas 

La teoría de las toxinas exógenas se consideró en los años 80’s cuando un 

grupo de jóvenes adictos a las drogas desarrollaron rápidamente un síndrome 

parkinsónico debido al uso intravenoso de una preparación ilícita de una heroína 

sintética denominada 4-metil-α-pirrolidinopropiofenona (MPPP), un derivado del 

narcótico meperidina. Durante la degradación de la MPPP se genera la toxina 1-

metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina (MPTP), esta neurotoxina es la responsable 

del síndrome parkinsónico (Langston y cols., 1983). Otros compuestos tóxicos que se 

han relacionado con las enfermedades neurodegenerativas son los metales, como el 

aluminio que se ha relacionado con la EA y es una neurotoxina que inhibe más de 

200 funciones biológicas. La exposición a metales pesados como el hierro, zinc y 

cobre incrementa el riesgo de desarrollar parkinsonismo, así como compuestos 

organofosforados que se encuentran en los pesticidas, herbicidas e insecticidas 

(Campdelacreu, 2014). Otra de las enfermedades neurodegenerativas afectada por 

la exposición prolongada de los pesticidas y al trabajo en las fuerzas armadas 

norteamericanas (más de 30 años de exposición) es la esclerosis lateral amiotrófica 

(Mendez-López, 2016). Con respecto a la EH se ha asociado con la acción de 

toxinas endógenas y exógenas como el glutamato-aspartato, el kainato-quinolinato y 

el ácido 3-nitropropiónico (3-NP). Esta última se conoce desde hace un siglo y se 

encuentra en una gran variedad de especies de plantas y hongos. Una niña que 

comió un pedazo de caña con moho a los pocos minutos comenzó a presentar 
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movimientos distónicos, siendo este el primer informe de los efectos por exposición 

al 3-NP (Francis y cols., 2013; Ming, 1995).   

 

1.2.5. Infecciones virales 

La encefalitis letárgica es una forma atípica de encefalitis que causó una epidemia 

entre 1917 y 1928 con millones de muertos en todo el mundo. Posteriormente en los 

años 60’s se diagnosticó una mayor incidencia de enfermos con Parkinson (Korell y 

Tanner, 2005). Por lo tanto, se planteó la hipótesis que la mayoría de los casos con 

"síndrome de Parkinson" eran sobrevivientes de la encefalitis letal pandémica y que 

la etiología subyacente era una infección subclínica de gripe que dio como resultado 

la aparición de síntomas parkinsonianos varias décadas después (Wirdefeldt y cols., 

2011). Con base a estos hechos, se sospechó que la exposición a infecciones virales 

es la causa de las enfermedades neurodegenerativas. En el caso de la EA, se ha 

sugerido que infecciones en el SNC o administración sistémica del virus herpes 

simple tipo 1, C. pneumoniae y espiroquetas son posibles agentes etiológicos para la 

EA, pero la evidencia es limitada y poco consistente (Campdelacreu, 2014). Otra 

enfermedad neurodegenerativa que se le asocia con infecciones virales es la 

esclerosis múltiple, los hallazgos encontrados apoyan la idea que el virus varicela 

zoster participa en la etiopatogenia de la esclerosis múltiple (Sotelo y cols., 2007).  
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1.3. Mitocondria y disfunción mitocondrial 

1.3.1. Estructura 

 La mitocondria es un organelo importante en la célula porque genera energía 

en forma de adenosín trifosfato (ATP). En todo momento de la vida de un organismo 

se llevan a cabo funciones que requieren energía, es decir, síntesis de proteínas o 

ácidos nucleicos, transporte de iones a través de sus membranas, transmisión 

nerviosa, absorción de moléculas necesarias, excreción de sustancias indeseables, 

contracción muscular, etc. Esto implica que el ATP se gasta continuamente y, por lo 

tanto, se tiene que sintetizar constantemente. Formar el ATP que se gasta constituye 

la función fundamental de las mitocondrias (Gómez–Puyou y Gómez-Puyou, 2003). 

La mitocondria está constituida por dos membranas, una externa que da al 

citoplasma de la célula y el otro extremo hacia el espacio intermembranal. A este 

espacio le sigue la membrana interna, quien se encuentra limitada por la matriz 

mitocondrial, que es el espacio interno de la mitocondria. La membrana interna está 

muy plegada y forma numerosas ondulaciones o crestas porque en ellas se lleva a 

cabo la producción de energía mediante el transporte de electrones, a través de 

varios complejos proteicos que dan la fuerza motriz a algunas enzimas para la 

síntesis de ATP (Voet y cols., 2007) (Figura 1).  
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Figura 1. Estructura de la mitocondria (imagen de microscopia electrónica tomada de Serrano-García 
y cols., 2018). 
 

1.3.2. Cadena de transporte de electrones:  

Los complejos proteicos mitocondriales involucrados en la respiración y 

síntesis de ATP son cinco:    

- Complejo I o nicotinamida adenín dinucleótido reducido (NADH)-ubiquinona 

oxidoreductasa o NADH-deshidrogenasa. 

- Complejo II o succinato-deshidrogenasa. 

- Complejo III o ubiquinona-citocromo c oxidoreductasa. 

- Complejo IV o citocromo oxidasa.  

- Complejo V o ATP sintasa. 

 

La cadena de transporte se inicia cuando la nicotinamida adenin dinucleótido 

(NAD+) recibe los electrones, que se generaron en el ciclo de los ácidos 

tricarboxílico, y se reduce a NADH el cual, por medio de una NADH-deshidrogenasa, 
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los transfiere a la coenzima Q. La coenzima Q (también denominada ubiquinona) es 

una molécula relativamente pequeña, que se localiza en el interior de la membrana 

mitocondrial y tiene la capacidad de reducirse y oxidarse. El otro sitio aceptor de 

electrones es el succinato, otro sustrato del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, que 

transfiere sus electrones a la succinato deshidrogenasa (una flavoproteína) que a su 

vez los pasa a la coenzima Q. La coenzima Q cede los electrones a la citocromo c 

oxidoreductasa y este al citocromo c, una proteína pequeña embebida en la 

membrana que funciona como transportador de electrones. El citocromo c cede sus 

electrones a la citocromo oxidasa o complejo IV. Finalmente, la citocromo oxidasa 

transfiere sus electrones al oxígeno y da lugar a la formación de una molécula de 

agua al combinarse con dos H+ (Königsberg, 1992; Alberts y cols., 2015) (Figura 2). 

 

1.3.3. Potencial transmembranal y síntesis de ATP 

 Durante el proceso en el que se transfieren los electrones en los complejos 

mitocondriales se genera un potencial electroquímico denominado también potencial 

transmembranal. Éste se establece entre ambos lados de la membrana y se expresa 

en mV; y, de acuerdo con Mitchell (1961), es la fuerza que impulsa la síntesis de 

ATP. Mitchell sugirió que la cadena de transporte está compuesta por una serie de 

reacciones de óxido-reducción acopladas de tal forma, que los electrones 

transferidos por los dos sustratos generados en la glucólisis y el ciclo de los ácidos 

tricarboxilicos (NADH y succinato), terminan con la generación de oxígeno. Este 

proceso conlleva la translocación de protones al espacio intermembranal de la 

mitocondria, que genera una diferencia de potencial electroquímico, y ésta a su vez 
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es utilizada por la bomba de protones, la enzima ATP-sintasa, para generar el ATP. 

El paso de protones no se da en todos los complejos, solo en los complejos I, III y IV 

(Königsberg, 1992; Gómez–Puyou y Gómez-Puyou, 2003) (Figura 2).   

 La enzima ATP sintasa es la responsable de la síntesis del ATP. Esta enzima 

consta de dos sectores o dominios bien definidos, uno que está embebido en la 

membrana interna de la mitocondria y que se conoce como Fo y otro que está en 

contacto con el medio interior o matriz de la mitocondria, conocido como F1 (Figura 

3). Cuando los protones son liberados al espacio intermembranal por los complejos, 

como tienen una carga positiva, no se pueden difundir libremente a través de la 

membrana, por lo que se ven obligados a circular por un canal que se localiza en el 

sector Fo de la ATP sintasa (Dreyfus, 2015). 

 

Figura 2. Esquema de los complejos mitocondriales de la cadena respiratoria. (Tomado Dreyfus, 2015) 
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Figura 3. Dominios de la ATP sintasa (Tomado Dreyfus, 2015). 
 

 

1.3.4. Disfunción mitocondrial 

En la década de los 80’s se habían descrito más de 60 enzimas mitocondriales 

dañadas por factores genéticos y medioambientales, dando pie a la clasificación 

bioquímica de enfermedades mitocondriales (Scholte, 1988). En la actualidad se le 

denomina disfunción mitocondrial y se refiere a los trastornos en la actividad de la 

CTE localizada en la mitocondria, ésta disfunción se ha relacionado con el desarrollo 

de las enfermedades neurodegenerativas. En la EA se ha sugerido que las proteínas 

precursoras del amiloide son el causal de la disfunción mitocondrial. La beta-amiloide 

ATP sintasa 
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inhibe el complejo alfa-cetoglutarato deshidrogenasa y reduce la actividad de la 

citocromo c oxidasa, así como se sugiere que la beta-amiloide modula proteínas que 

participan en los procesos de fusión/fisión (Casley y cols., 2002; Federico y cols., 

2012). A pesar de que la EH es considerada como un trastorno autosómico 

dominante, la mutación de la huntingtina puede generar disfunción mitocondrial al 

interactuar directamente con el organelo, modulando la respiración, el potencial de 

membrana y la concentración de calcio (Kwong y cols., 2006). En la CTE, tanto en 

pacientes de la EH como en modelos experimentales, se ha observado que se 

encuentra reducida la actividad del complejo II (Federico y cols., 2012; Luis-García y 

cols., 2017). En la EP son varios los estudios en los que se han descrito alteraciones 

en la actividad del complejo I de la cadena respiratoria (Greenamyre y cols., 2001). 

 

1.4. Enfermedad de Parkinson 

La enfermedad neurodegenerativa que ocupa el segundo lugar en incidencia 

después de la EA es la EP, padecimiento progresivo con características patológicas 

y clínicas bien definidas (Obeso y cols., 2017), presente en adultos mayores de 60 

años. Se ha estimado que la incidencia en Estados Unidos es de 13.4 por 100 000 

habitantes por año y una prevalencia del 0.3% (Obeso y cols., 2017). En el Instituto 

Nacional de Neurología y Neurocirugía de la Ciudad de México se ha informado una 

incidencia de 40 a 50 casos por cada 100,000 habitantes por año (Secretaría de 

Salud, 2001). La EP se caracteriza por alteraciones motoras que incluyen dificultad 

para iniciar movimientos (acinesia), lentitud en los movimientos voluntarios 

(bradicinesia), temblor en las extremidades durante el reposo (tremor) y rigidez 
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muscular (Utter y Basso, 2008). Los pacientes con la EP presentan degeneración y 

muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNpc), 

que constituye uno de los principales grupos de neuronas productoras de dopamina 

(DA). En estudios postmortem, se demostró que la vía dopaminérgica nigroestriatal 

es especialmente vulnerable al envejecimiento (Stark y Pakkenberg, 2004). 

La DA es el neurotransmisor responsable de transferir las señales entre la 

SNpc y el cuerpo estriado (CE), para producir actividad muscular con fluidez. La 

pérdida de DA hace que las neuronas del CE no equilibren la activación/inhibición de 

las señales eferentes de la SNpc, dejando a los pacientes incapaces de dirigir o 

controlar sus movimientos de forma normal (Orr y cols., 2002). Se ha encontrado que 

los síntomas motores aparecen cuando la pérdida de DA en el CE es alrededor del 

80% y la muerte neuronal en la SNpc es alrededor del 50% (Figura 4) (Samii y cols., 

2004; Schulz y Falkenburger, 2004). 

 

1.4.1. Síntomas y signos de la EP 

Los síntomas de la EP se desarrollan de forma gradual. A menudo comienzan con un 

ligero temblor en una mano y una sensación de rigidez en el cuerpo. Sin embargo, 

para categorizar si es un parkinsonismo idiopático se ha definido que el paciente 

debe presentar tres de los cuatro síntomas cardinales, o bien dos de manera 

asimétrica. Los síntomas son: tremor, rigidez muscular, bradicinesia y alteraciones de 

los reflejos posturales (Wirdefeldt y cols., 2011, Figura 5). Durante el desarrollo de la 
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Figura 4. Representación esquemática de la vía dopaminérgica nigroestriatal. Los cuerpos neuronales 
dopaminérgicos se localizan en la sustancia nigra pars compacta (SNpc) marcadas por las flechas y 
las neuronas dopaminérgicas proyectan sus axones en el caudado Putamen. A). Esquema de 
pigmentación normal de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc producida por la neuromelanina 
localizada dentro de la neuronas. B). Esquema representativo de la enfermedad de Parkinson, se 
observa severa despigmentación en las neuronas dopaminérgicas en la SNpc (tomado de Dauer y 
Pzedborski, 2003). 
 

enfermedad se presentan diferentes etapas de alteración en el movimiento, las 

cuales se evalúan de acuerdo a la escala UPDRS (Unified Parkinson's Disease 

Rating Scale). Leve es cuando las alteraciones del movimiento se presentan en un 

solo lado del cuerpo, cambios en la postura del cuerpo y leve dificultad para caminar. 

Moderado, cuando las alteraciones del movimiento se dan en ambos lados del 

cuerpo, el equilibrio y la coordinación están deteriorados y los episodios de 

Vía dopaminérgica nigroestriatal 
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congelamiento son evidentes. En la etapa avanzada hay daño cognitivo con 

alucinaciones visuales y delirio, dificultad significativa para caminar y se requiere 

asistencia de una persona (Bhat y cols., 2018). Antes de que aparezca el daño motor 

 

 

 
Figura 5. Síntomas motores característicos de la enfermedad de Parkinson (tomado de Gómez-Ayala, 
2007). 
 
 

y se diagnostique la EP, previamente los pacientes presentan una gran variedad de 

síntomas pre-motores, como la falta de compromiso e interés emocional (apatía) o 

excesiva somnolencia diurna. Los problemas de sueño y estreñimiento pueden 

Postura típica del enfermo de Parkinson 
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ocurrir de un 60 a 70% en los pacientes antes del diagnóstico, incapacidad de 

experimentar el placer (anhedonia), pérdida del olfato y el gusto, trastorno del estado 

de ánimo, sudoración excesiva, fatiga y dolor. La depresión y la ansiedad pueden 

ocurrir mucho antes de que se haga el diagnóstico. Estos síntomas pre-motores 

varían de un paciente a otro y continuarán progresando independientemente de la 

aparición de los síntomas motores durante el curso clínico de la enfermedad 

(Sveinbjornsdottir, 2016). En la mayoría de las personas, los síntomas aparecen a la 

edad de 60 años o más, pero en los últimos años ha disminuido ese rango de edad. 

Se tienen casos de la presencia de la EP a los 45 años tanto en hombres y mujeres 

(Pringsheim y cols., 2014). 

 

1.4.2. Etiología de la EP 

Actualmente se sabe que la EP se desarrolla debido a la disminución de las 

neuronas dopaminérgicas en la SNpc. Sin embargo, aún se desconoce que genera 

esta muerte neuronal. Alrededor del 80% de la población que padece la EP es 

considerada como idiopática y el otro 20% es de origen genético (Bhat y cols., 2018). 

Aunque no se debe descartar que ambos factores juegan un papel importante en el 

desarrollo de la enfermedad (Dauer y Przedborski, 2003). 

La hipótesis medio ambiental y la exposición ocupacional proponen que la EP 

se desarrolla por la exposición a neurotoxinas que dañan las neuronas 

dopaminérgicas. En los años 80’s cuando se descubrió que la exposición a la MPTP 

generó parkinsonismo y degeneración de las neuronas dopaminérgicas en el 

humano, fue cuando tuvo gran auge la teoría medio ambiental (Langston y cols., 
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1983). Otro de los factores de riesgo es la exposición ocupacional, como los 

trabajadores de la industria siderúrgica, construcción, carpinteros, empleados de 

limpieza y agricultores (Tanner y Goldman, 1996; Fall y cols., 1999; Mortimer y cols., 

2012; Pezzoli y Cereda, 2013). Sin embargo, en los últimos años se ha considerado 

que la exposición ocasional a manganeso, soldadura, así como a los pesticidas, 

insecticidas y herbicidas no tienen ningún riesgo para desarrollar la enfermedad 

(Wirdefeldt y cols., 2011). No obstante, el riesgo puede existir si la exposición ocurre 

por un tiempo prolongado o si la misma persona está expuesta a otros compuestos 

dándose un efecto sinérgico (Pezzoli y Cereda, 2013). También se sabe que la 

exposición a niveles altos de manganeso genera una condición neurológica 

degenerativa llamada manganismo (Stepens y cols., 2008), por lo que aún sigue en 

controversia si este tipo de riesgos son un factor importante en el desarrollo de la EP.      

 En años recientes también se le ha asociado como factor de riesgo a las 

lesiones craneoencefálicas, de tal forma que regresamos al concepto original de 

James Parkinson en 1817; quien sugirió que el temblor en reposo se debe a una 

lesión en la parte superior de la médula espinal (Goldman y Goetz, 2005). Existe una 

gran variedad de mecanismos que explican la relación de este tipo de lesiones 

cerebrales y el riesgo con la EP. El mecanismo más aceptado derivado de las 

autopsias son los procesos inflamatorios, ya que se observa la presencia de células 

de la microglía activada y aumento de los niveles de citocinas inflamatorias en la 

SNpc y en el CE (Liu y cols., 2003; McGerr y McGeer, 2004). También los estudios 

en suero resultaron con niveles altos de marcadores inflamatorios en pacientes con 

la EP (Chen y cols., 2008). Otra consecuencia que puede generar una lesión cerebral 
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es el daño a la función mitocondrial y la excitotoxicidad de glutamato, eventos que se 

sabe están implicados en la EP (Jafari y cols., 2013).  

 Otra posible causa medioambiental que puede generar el desarrollo de la EP 

son las infecciones. Durante la pandemia de encefalitis letárgica que brotó en 1918, 

muchas personas que se infectaron, años después presentaron los síntomas de la 

enfermedad (Obeso, 2017). Sin embargo, hasta la fecha sigue en debate si este 

factor medioambiental tiene efecto o no, debido a que no se ha encontrado ninguna 

evidencia del virus de la influenza en el cerebro de los pacientes con la EP 

(Wirdefeldt y cols., 2011). Por último, si consideramos la hiposmia como daño 

medioambiental, la hipótesis de la disfunción olfatoria que no fue muy aceptada como 

pronóstico de la EP, en últimos años cobra mayor importancia, ya que algunos 

estudios prospectivos han examinado el riesgo de padecer la enfermedad años 

después de presentar daño olfatorio. Un estudio realizado en una familia con un 

grado 1 de pacientes con la EP, 4 de 25 familiares con alteraciones en el olfato 

tenían alteraciones en el transportador de DA en el CE. A los dos años del 

seguimiento 4 de los 40 familiares con hiposmia presentaron la EP, a los cinco años 

de seguimiento un pariente más con hiposmia presento la EP. Todos los parientes 

que tuvieron hiposmia desarrollaron la EP y presentaron alteraciones. Por lo que, la 

presencia de este síntoma parece estar asociada con un mayor riesgo de desarrollar 

la EP, este síntoma se presenta de 2 a 7 años antes de aparecer la EP (Wirdefeldt y 

cols., 2011).   

El parkinsonismo genético se presenta mayormente en personas menores de 

50 años. Las principales mutaciones que se han observado en la EP y están bien 
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identificadas son: α-sinucleína (PARK 1) fue la primera mutación identificada en 

1997, en una familia de origen italiana/americana y tres familias griegas que no 

estaban relacionadas, todas con herencia autosómica dominante (Polymeoropoulos y 

cols., 1997). Parkina (PARK 2) en 1998 se identificó esta mutación en una familia 

japonesa con un parkinsonismo de inicio temprano autosómico recesivo (Kitada y 

cols., 1998). Representa aproximadamente la mitad de los casos con al EP, hasta la 

fecha se han informado cientos de casos con una amplia variedad de mutaciones de 

Parkina y se han encontrado en casi todas las etnias estudiadas. Aunque son más 

frecuentes los casos de inicio temprano y familiares, también se han detectado casos 

de inicio tardío. La Parkina es una ubiquitina ligasa con varios sustratos, uno de ellos 

es el glucosilado que forma la α-sinucleína (Schlossmacher y Shimura, 2005; 

Wirdefeldt y cols., 2011). Otras mutaciones que se han encontrado con menor 

frecuencia son: PINK 1 (PARK 6), en este gen se describieron dos mutaciones 

puntuales en familias italianas y una española con parkinsonismo autosómico 

recesivo. Debido a que la proteína PINK se encuentra situada en la mitocondria 

puede proteger a las neuronas de una disfunción mitocondrial (Valente y cols., 2004); 

y PARK 7 se han encontrado dos mutaciones en el gen DJ-1 en una familia 

holandesa y otra italiana con parkinsonismo de inicio temprano (Bonifati y cols., 

2003). No se tiene mucho conocimiento de la función de esta proteína, sin embargo, 

se ha observado que incrementa en condiciones de estrés oxidante (Mitsumoto y 

Nakagawa, 2001). 

 Aunque se han reportado al menos 11 genes de la EP, la mayoría de ellos 

están asociados con la EP autosómica dominante o recesiva y los datos disponibles 



34 
 

indican que la proporción de enfermos con Parkinson atribuibles a mutaciones en 

ciertos genes es pequeña en comparación con el Parkinson esporádico. 

 

1.4.3. EP y disfunción mitocondrial 

 Varios estudios sugieren que la disfunción mitocondrial participa en la 

patogénesis de la EP, ya que la actividad del complejo I mitocondrial de las neuronas 

dopaminérgicas se encuentra inhibido (Schapira y cols., 1989). Parker y cols. (1989) 

encontraron que la actividad del complejo I se encuentra disminuido (50%) en 

mitocondrias de plaquetas de pacientes con la EP. Otros autores describen una 

disminución del 35% en la actividad del complejo I de las neuronas dopaminérgicas 

de la SNpc (Schapira, 2007) y del 59% en la corteza prefrontal (Navarro y cols., 

2009). En esta misma región cerebral de pacientes con la EP una disminución del 

54% de genes de proteínas que conforman el complejo I (Thomas y cols., 2012). 

Todas estas evidencias indican el daño al complejo mitocondrial; sin embargo, sigue 

siendo controvertido si la disfunción mitocondrial es una causa o consecuencia de la 

neurodegeneración en la EP. 

 

 

1.5. Modelos experimentales de la EP 

Se sabe que la disfunción mitocondrial participa en la fisiopatología de la EP; 

por lo que el generar modelos experimentales con daño mitocondrial es importante. 
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1.5.1. 6-hidroxidopamina (6-OHDA) 

Esta neurotoxina fue el primer modelo experimental de la EP que se empleó y 

se introdujo hace 30 años, aplicándola en cultivos celulares y animales para 

demostrar su efecto tóxico (6-OHDA) (Dauer y Przedborski, 2003; Petzinger y 

Jakowec, 2005). La similitud estructural entre la 6-OHDA y los neurotransmisores DA 

y norepinefrina, la hacen altamente afín al transportador de dichas catecolaminas. 

Una vez dentro de la neurona, la 6-OHDA se acumula en el citosol para 

posteriormente oxidarse y generar peróxido de hidrógeno a través de un proceso de 

oxidación enzimática mitocondrial (Yamato y cols., 2011) y paraquinonas, siendo 

estos altamente tóxicos para la neurona (Meredith y cols., 2008). Tiempos 

prolongados con dosis altas de 6-OHDA inducen daño parcial de la actividad del 

complejo I mitocondrial y generación del radical superóxido (Kupsch y cols., 2014). 

Todos estos compuestos tóxicos pueden dañar la permeabilidad de la membrana 

celular, oxidar proteínas y ácidos nucleicos (Berlett y Stadtman, 1997). Como la 6-

OHDA no atraviesa la barrera hematoencefálica se administra directamente en la 

SNpc y el CE mediante una inyección unilateral (Javoy y col., 1976). La 

administración de 6-OHDA en ratas es el mejor modelo para evaluar: 1) acción 

farmacológica de nuevos compuestos del sistema dopaminérgico, 2) alteraciones de 

la conducta motora y 3) la neuroplasticidad de los ganglios basales ante el daño 

generado por la lesión en la vía nigroestriatal. También se puede emplear como un 

modelo de disfunción de la DA. La inyección estereotáxica de la 6-OHDA no modela 

todas las características patológicas de la EP, como daño en otras regiones 

cerebrales (locus coeruleus, núcleos basales de Meynert y núcleos del rafe). 
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Además, la formación de cuerpos de Lewy, característica patológica de la EP no se 

reproducen con este modelo (Petzinger y Jakowec, 2005).  

Con respecto al papel de los mecanismos fisiológicos, se puede hacer la 

siguiente declaración simplificada: si la lesión con 6-OHDA no es extremadamente 

grave, excediendo una disminución del 80% de la DA en el CE, entonces difícilmente 

se podría generar el modelo experimental y el animal se recuperará varios días 

después de la lesión (Schwarting y Huston, 1996). 

 

1.5.2. Paraquat  

 El paraquat es un herbicida que se descubrió en 1955 y desde entonces su 

uso se ha extendido a la agricultura, como método de prevención de la propagación 

de malezas acuáticas invasivas en diferentes tipos de sistemas acuáticos (Zhang y 

cols., 2016). Esta es la razón por la cual lo asocian como un factor de riesgo para 

desarrollar la EP (Dauer y Przedborski, 2003). El paraquat, al ser altamente lipofílico, 

atraviesa fácilmente la barrera hematoencefálica y estando dentro de la célula es 

reducido por la nicotinamida adenin dinucleótido fosfato reducido (NADPH) reductasa 

(Ratner y Feldman, 2005). Se sabe que esta toxina daña la actividad del complejo I 

mitocondrial (Chen y cols., 2017) y su toxicidad es producida por las ERO dentro de 

la mitocondria. Varios investigadores han demostrado que la administración de 

paraquat genera una pequeña disminución no significativa de neuronas 

dopaminérgicas en la SNpc y desarrolla agregados de alfa-sinucleína (Meredith y 

cols., 2008). Recientemente se ha descrito que el paraquat es capaz de inducir la 

entrada rápida de Zn2+ extracelular a las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, a 
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través de la activación del receptor ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-

isoxazolpropiónico (AMPA). El Zn2+ dentro de la neurona induce daño por la 

producción de las ERO (Tamano y cols., 2018). También se han estudiado los 

efectos del paraquat en los receptores D1 y D2, encontrando que el D1 se inhibe (vía 

directa) y el D2 se activa (vía indirecta). El desequilibrio en la modulación de los 

receptores nigroestriatales puede generar cambios en los mecanismos de 

señalización celular como quinasa G y ERK1/ MAP2 (Xu y cols., 2011). A pesar de 

estos estudios aún falta demostrar la muerte neuronal de manera progresiva y el 

daño motor    

 

1.5.3. MPTP 

 La neurotoxina MPTP, como previamente se comentó, es un derivado 

meperidínico; es capaz de producir parkinsonismo en el hombre, primates y roedores 

(Dorman, 2015). La MPTP tiene la capacidad de atravesar la barrera 

hematoencefálica y ser metabolizado a 1-metil-4-fenilpiridino (MPP+) por la 

monoamina oxidasa B en las células gliales. El MPP+ como comparte semejanza 

estructural con la DA, fácilmente entra a las neuronas dopaminérgicas a través del 

sitio de recaptura del neurotransmisor (Dauer y Przedborski, 2003). Por lo cual, tiene 

la capacidad de destruir de manera selectiva a las neuronas dopaminérgicas de la 

SNpc, logrando de esta forma un modelo que reproduce algunos aspectos 

sintomatológicos, neuropatológicos y bioquímicos de la EP (Ratner y Feldman, 

2005). Dentro de la neurona el MPP+ puede permanecer en el citosol interactuando 

con enzimas citosólicas, especialmente con aquellas que tienen carga negativa. Los 
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niveles elevados del MPP+ en el citoplasma generan liberación y acumulo de 

glutamato, calcio libre y ERO dentro de la neurona. Esto conduce a la inhibición del 

complejo I de la CTE en la mitocondria y con ello se afecta la producción de ATP, 

llevando finalmente a la muerte neuronal (Dauer y Przedborski, 2003; Zeng y cols., 

2018). Estudios neurofisiológicos muestran que en la línea de neuronas 

dopaminérgicas N27 expuestas a MPP+, ocurre disminución en la tasa de disparo, un 

menor número de picos e intervalos interpicos más espaciosos (Mythri y cols., 2017). 

En monos Macaca mulatta administrados con MPTP encontraron pérdida parcial de 

las proyecciones cortico-subtalámicas generando cambios funcionales en este 

sistema (Mathai y cols., 2015) 

A diferencia de los otros modelos que si desarrollan los depósitos de alfa-

sinucleína, el MPP+ no los produce (Dorman, 2015).  

 

1.5.4. Genéticos  

 Como se mencionó anteriormente, es una minoría los casos de la EP 

generados por mutaciones genéticas autosómicas dominantes o recesivas. Sin 

embargo, estos casos son muy interesantes ya que la etiología de la enfermedad 

está, al menos en parte, identificada y ofrece el fundamento para el desarrollo de 

modelos experimentales con animales (Gubellini y Kachidian, 2015). Estos modelos 

se generan en ratones transgénicos y dependiendo del gen de interés, éste se puede 

alterar. Los “Knock out” son aquellos ratones en los que se modifican genéticamente 

uno o varios genes, en éstos se inactiva el genoma a través de técnicas de bloqueo 

de genes. En los “Knock in” se introduce un gen exógeno en un lugar específico en el 
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genoma y el último grupo es el de los “Knock down” a los cuales se les reduce la 

expresión de uno o más genes de su cromosoma a través de la inserción de 

pequeños fragmentos u oligonucleótidos cortos de ADN (Petzinger y Jakowec, 2005). 

Estos modelos transgénicos se han desarrollado para alterar proteínas como alfa-

sinucleina, Parkina, PINK 1 y Dj-1, proteínas con alta prevalencia en la EP (Konnova 

y Swanberg, 2018; Gubellini y Kachidian, 2015). De los cuatro modelos transgénicos 

descritos, el que tiene relación con la función mitocondrial es PINK 1. Como se 

explicó anteriormente se encuentra dentro de la mitocondria y se considera que 

protege a las células de la disfunción mitocondrial (Valente y cols., 2004).   

 Respecto al mecanismo neurofisiológico poco se ha estudiado en estos 

modelos experimentales, sin embargo, en un modelo Knock out de Parkina en larvas 

de mosca Drosophila se describió el registro de nervios y observaron las frecuencias 

de ráfagas se redujeron con respecto a los normales, generando alteraciones en la 

actividad tónica. También el potencial de membrana en los knockout es más positivo 

y, por lo tanto, más cercano al potencial de inversión sináptica quedando el lado 

intracelular electropositivo con respecto al extracelular. Esta alteración 

electroquímica se denomina impulso nervioso. Este potencial de acción se convierte 

en un impulso propagado a lo largo de la fibra nerviosa, generando alteraciones 

motoras semejante al temblor en reposo en la EP (Vincent y cols., 2012). 

 

1.5.5. Rotenona  

La rotenona es un insecticida de origen natural extraído de las raíces de las 

plantas del género Lonchocarpus en el sur de América y Derris en Asia, y de algunas 
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plantas de la familia Leguminosae (Figura 6). Geoffroy en 1895, fue el primer 

investigador en aislar rotenona en condición pura y quien lo nombró fue Nagai en 

1902, un químico hindú quien aisló el principio activo a partir de la planta del género 

Derris chinensis y le dio el nombre de “Roh-Ten” (Howard, 1942; Grünwald, 1942). 

Tiene características de insecticida reconocidas en el siglo XIX (Gruber y López, 

2004). Es una molécula altamente lipofílica, por lo que atraviesa fácilmente la barrera 

hematoencefálica y cualquier membrana celular (Jackson-Lewis y cols., 2012; Blesa 

y cols., 2012). Dentro de la célula, inhibe el complejo I mitocondrial de la CTE 

(Öberg, 1961; Gutman y cols., 1970) e incrementa las ERO en el citosol, que pueden 

generar daño oxidante al ácido desoxirribonucleico (DNA, siglas en inglés) como 

proteínas y lípidos de la célula. También las ERO pueden interactuar con el óxido 

nítrico, especialmente con el radical superóxido, dando origen a la formación del 

peroxinitrito que dañan los componentes de las neuronas dopaminérgicas (Cicchetti y 

cols., 2009). Además, se ha observado en líneas celulares que la rotenona puede 

inducir la desestabilización de microtúbulos in vitro, lo que aumenta la tubulina libre y 

reduce la tubulina polimerizada (Hongo y cols., 2012; Maldonado y cols., 2010; Choi 

y cols., 2011). La tubulina es el elemento funcional de los microtúbulos (tubos 

estrechos y huecos del interior de la célula), que participa en varios procesos 

intracelulares como el crecimiento neuronal, la morfología, el tráfico y la polaridad. La 

disfunción del citoesqueleto ha comenzado recientemente a estudiarse como un 

mecanismo importante involucrado en la neurodegeneración (Bisbal y Sanchez, 

2019). En los últimos años la rotenona se ha empleado para generar daño al sistema 

dopaminérgico nigroestriatal (Greenamyre y cols., 2010; Lin y cols., 2012). La 
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infusión en ratas genera daño en las fibras dopaminérgica del CE, semejante a la EP 

idiopática (Greenamyre y cols., 2010). A nivel conductual se observa reducción en la 

movilidad, postura flexionada y en algunos casos rigidez muscular (Cannon y cols., 

2009). La rotenona induce la muerte de las neuronas dopaminérgicas con la 

formación de los cuerpos de Lewy, diferencia marcada con los otros dos modelos 

más utilizados para estudiar la EP, generados con MPTP o 6-OHDA (Perier y cols., 

2003; Blesa y cols., 2012). 

La EP tiene diferentes fenotipos y etiologías, y se acepta que la EP es el 

resultado de la interacción entre la herencia y los factores medioambientales. 

Actualmente, se dispone de varios modelos neurotóxicos de EP, en los que 

generalmente se obtiene la degeneración nigrostriatal de forma importante, y los 

síntomas motores de EP están bien replicados. Cada modelo tiene ventajas y 

desventajas, como han discutido en varios artículos. Dependiendo de la investigación 

que se quiera realizar será el modelo a escoger. 

En este caso la administración de rotenona genera el modelo de daño 

mitocondrial al inhibir el complejo I, permitiendo modelar la patogénesis de la 

inhibición de este complejo en la EP (Schapira y cols., 1989; Navarro y cols., 2009). 

También el modelo genera los cuerpos de Lewy observados en la EP idiopática, 

cuerpos que no se ha observado en otros modelos experimentales (Perier y cols., 

2003; Jackson-Lewis y cols., 2012). Además, debido a que la muerte celular 

dopaminérgica inducida por la rotenona ocurre más lentamente que en otros modelos 

experimentales,  y  solo después  de  la  administración  repetida, el uso de rotenona 
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Figura 6. Especies de plantas de donde se extrae la rotenona (imágenes tomadas de los sitios 
rareflora, antropocene y medicalherbs: https://www.rareflora.com/lonchocarpusvi.html.; 
https://antropocene.it/es/tag/derris-elliptica-y-rotenone/ y http://medicalherbs.co.il/en/indexes/. 
 

 

permite el estudio de los cambios que se producen en las etapas iniciales de la EP 

(Greenamyre y cols., 2010; Johnson y cols., 2015; Bai y cols., 2016).  

 

1.6. Tratamiento de la Enfermedad de Parkinson. 

 La EP no solo se define por alteraciones motoras, puede haber alteraciones 

en otras funciones del sistema nervioso, y estos síntomas se les conocen como no 

motores. Algunos de los síntomas pueden ser provocados o agravados por el 

tratamiento dopaminérgico (Sveinbjornsdottir, 2016).   

 Dentro del tratamiento para los síntomas motores esta la levodopa que es el 

“gold-standard” y fármaco más eficaz, desde que se descubrió en la década de los 

Piscidia erythrina 
Derris elliptica 

Lonchocarpus 

Especies de plantas para extraer rotenona 
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50’s (Carlsson y cols., 1957). Aunque el tratamiento de levodopa/carbidopa de 

preferencia se recomienda para personas de mayor edad, para las personas de inicio 

temprano con la enfermedad se comienza con agonistas dopaminérgicos ergóticos 

como la bromocriptina y cabergolina. Existen otros fármacos que han demostrado 

eficacia para el tratamiento de la enfermedad tanto en el aspecto motor como en el 

de los no motores. Entre ellos destacan la rasagilina (un inhibidor de la monoamina 

oxidasa B) y los agonistas dopaminérgicos no ergóticos como la rotigotina, 

pramipexol o ropinirol. Estos fármacos pueden ayudar a aminorar las fluctuaciones 

de la levodopa, disminuyendo los estados de “on” con discinesias o alteraciones 

comportamentales y los “off” o deterioro de fin de dosis (Martínez-Fernández y cols., 

2016; Seppi y cols., 2019). 

 Dentro de los síntomas no motores se han observado depresión, ansiedad, 

psicosis, trastornos del sueño, hipotensión ortostática, disfunción genitourinaria, 

deterioro cognitivo y estreñimiento. Estos síntomas pueden presentarse debido al 

estado hipodopaminérgico del cerebro, por lo cual es preferible administrar agonistas 

dopaminérgicos o levodopa primeramente. De hecho, se ha demostrado que pueden 

mejorar síntomas como la apatía o el dolor tras la administración de estos fármacos. 

Dentro de los efectos adversos por el uso de estos fármacos encontramos: cefaleas, 

náuseas, edema, somnolencia, hipotensión, alucinaciones y pesadillas (Martínez-

Fernández y cols., 2016).    

 La terapia quirúrgica es otro de los tratamientos de la EP y a este 

procedimiento se le denomina estimulación cerebral profunda, consiste en colocar un 

microelectrodo en una estructura cerebral estereotáxicamente e implantar un 
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estimulador en la pared torácica del paciente donde los parámetros de estimulación 

se ajustan por telemetría. Los electrodos se pueden colocar en el núcleo 

subtalámico, en el globo pálido o donde el neurólogo haya programado la instalación 

(Heumann y cols., 2014). Este procedimiento no solo mejora los signos y síntomas 

motores, también ayuda a reducir la dosis de levodopa diaria. Este tipo de cirugía 

moderna para el tratamiento del temblor y la EP fue introducida en 1987 por Benabid 

(Benabid y cols., 1988). Lamentablemente no todos los enfermos con Parkinson son 

candidatos a la estimulación subtalámica o del globo pálido. El estudio EarlyStim 

reveló que los pacientes con una duración corta de la enfermedad (<7,5 años) y una 

menor duración de las fluctuaciones motoras (<1,5 años) presentaron mejoras 

similares en la calidad de vida por la estimulación subtalámica en comparación con 

los pacientes más avanzados. También sólo son aspirantes los pacientes que 

respondan al tratamiento con levodopa (Sperens y cols., 2017). 

 Otro tratamiento “avanzado” es la bomba de infusión intestinal de gel de 

levodopa/carbidopa (LCIG siglas en inglés). Este gel contiene levodopa y carbidopa 

inhibidora de la descarboxilasa a concentraciones de 20 y 5 mg/ml, respectivamente. 

La forma en que se emplea este tratamiento es realizando una gastrostomía 

percutánea para la colocación de una sonda a nivel del duodeno, ésta se conecta 

con una bomba de perfusión que administra de manera continua levodopa en forma 

de gel. El fundamento de este tratamiento es evitar el paso de la medicación por el 

estómago, permitiendo una absorción menos errática del fármaco y, por lo tanto, una 

estimulación dopaminérgica continua. Basándose en este mecanismo, se ha 

demostrado que la LCIG mejora las fluctuaciones motoras y reduce las discinesias, y 
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es eficaz en el tratamiento delos síntomas no motores como el sueño, la fatiga o las 

alteraciones gastrointestinales (Timpka y cols., 2017). 

Hace dos décadas se comenzó un nuevo tratamiento del que existe una 

amplia experiencia clínica y es la bomba de perfusión subcutánea de apomorfina. Se 

trata de un dispositivo que aporta de manera continua una dosis regulable de 

apomorfina a través de una aguja subcutánea que normalmente se coloca a nivel del 

abdomen. Se ha demostrado la eficacia de este tratamiento, tanto para los síntomas 

motores de la EP (Pahwa y cols., 2007) así como para las complicaciones derivadas 

del uso de la levodopa (Garcia-Ruíz y cols., 2008) y aspectos no motores como el 

sueño (García-Ruíz, 2006), síntomas gastrointestinales (Martinez-Martin y cols., 

2011) o urinarios (Christmas y cols., 1988). 

Dentro del tratamiento para la EP se ha explorado la estimulación de campo 

magnético transcraneal (ECMT), es un método seguro y no invasivo que atañe a la 

corteza cerebral y no estructuras profundas. La capacidad de estimular las vías 

motoras corticoespinales permite evaluar su función en muchas afecciones 

neurológicas o controlarse durante los procedimientos quirúrgicos (Barker y cols., 

1985). La técnica de ECMT se pueden usar para diagnosticar trastornos del 

movimiento y la evidencia indica su utilidad como herramienta terapéutica en la EP. 

Los estudios de ECMT han documentado varios cambios funcionales y coinciden en 

que hay una mayor inhibición en la corteza cerebral en pacientes con EP, lo que 

sugiere que la excitabilidad cortical está reducida. El nivel de excitabilidad cortical en 

pacientes con EP parece estar relacionado indirectamente con el funcionamiento 

nigrostriatal y el nivel de excitabilidad intracortical alterado se correlaciona con la 
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dosis total diaria de L-DOPA (L-3,4 dihidroxifenilalanina). Se han desarrollado varias 

técnicas de ECMT para investigar los circuitos inhibidores de la corteza motora 

primaria y se ha demostrado que existe un fuerte vínculo entre la plasticidad de la 

corteza motora primaria y el aprendizaje motor, ya que este último se ve afectado en 

pacientes con EP (Heumann y cols., 2014). Recientemente en varios estudios se 

reportó que la aplicación de los ECMT en modelos experimentales 

neurodegenerativos, no solamente previene la muerte neuronal, también induce la 

neurogénesis en la zona subventricular e incrementa el número de neuronas 

positivas a tirosina hidroxilasa (TH). Así como la recuperación de la actividad de 

enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa (Medina-

Fernández y cols., 2018). 

Finalmente, es posible que se esté viviendo un renacer con respecto a las 

lesiones cerebrales para el tratamiento de la EP gracias al desarrollo del ultrasonido 

focal de alta intensidad guiado por Resonancia Magnética (High Intensity Focused 

Ultrasound). Este procedimiento, basado en la realización de termolesiones por 

confluencia de haces de ultrasonido en un punto del cerebro guiadas por Resonancia 

Magnética, se ha demostrado que el procedimiento es seguro y eficaz para el 

tratamiento del temblor esencial y parkinsónico en el tálamo. Actualmente, se están 

realizando lesiones en los núcleos subtálamicos con resultados prometedores. Las 

principales ventajas de esta técnica son: 1) al no ser un tratamiento quirúrgico, se 

reduce drásticamente el aspecto invasivo y las posibles complicaciones derivadas de 

una cirugía; y 2) se reduce el periodo de convalecencia pos-tratamiento, que es 

virtualmente inexistente (Martínez-Fernández y cols., 2016). 
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 A pesar de todos los tratamientos existentes para contrarrestar la 

sintomatología de la EP, ninguno consigue inhibir la muerte neuronal, por lo que es 

de vital interés encontrar compuestos coadyuvantes que contrarresten el daño a las 

neuronas dopaminérgicas sin que generen efectos colaterales severos.   

 

1.7. Ácidos grasos poliinsaturados esenciales 

Los ácidos grasos poliinsaturados esenciales son aquellos que el cuerpo no es 

capaz de sintetizar y deben incorporarse al organismo a través de la dieta. Estos 

ácidos grasos participan en el desarrollo y mantenimiento de una correcta función 

cerebral, en la visión, en el sistema inmune y la respuesta inflamatoria (Coronado-

Herrera y cols., 2006). Los ácidos grasos son constituyentes tanto de los triglicéridos 

como de los lípidos complejos y pueden esterificar al colesterol. Los ácidos grasos de 

interés biológico son aquellos que tienen de 4 a 26 átomos de carbono; son en 

general insolubles en agua y ricos en energía metabólica. Se pueden clasificar en 

cuatro grupos de acuerdo con la longitud de su cadena: cadena corta (4-6 carbonos), 

cadena media (8-12 carbonos), cadena larga (14-18 carbonos) y de cadena muy 

larga (20 ó más carbonos). También se clasifican de acuerdo a los dobles enlaces 

que presenten en: monoinsaturados (un doble enlace) ó poliinsaturados (más de un 

doble enlace) (Mataix y Gil, 2004). 

 Los ácidos grasos poliinsaturados se dividen en dos familias: omega-3 y 

omega-6. La identificación de la estructura de los ácidos grasos omega-3 y omega-6 

se da de acuerdo con la ubicación de la primera doble ligadura a partir del metilo 

terminal (CH3). En los primeros, esta doble ligadura se encuentra en el carbono 3 



48 
 

(C3-C4) y se pueden identificar también como n-3. En los segundos, la doble ligadura 

se encuentra en el carbono 6 (C6-C7) y se conocen como n-6. De estos ácidos 

grasos, el linoleico (omega-6), el -linolénico (omega-3), el ácido araquidónico 

(omega-6), el ácido eicosapentaenoico (omega-3) y el ácido docosahexaenoico 

(DHA, omega-3) se ingieren a través de los alimentos y el organismo los utiliza para 

preservar las membranas de las células nerviosas (Coronado-Herrera y cols., 2006) 

(Figura 7). 

 

Figura 7. Clasificación de los ácidos grasos poliinsaturados.  

 

Las plantas y las algas marinas poseen cierta maquinaria enzimática para 

sintetizar ácidos grasos omega-3, a partir de precursores de dos átomos de carbono. 

Ácidos grasos poliinsaturados 
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Los peces se alimentan de las algas y éstos sintetizan ácidos grasos de cadena más 

larga, como el ácido eicosapentaenoico y el DHA (Bazan y cols., 2011). Los ácidos 

grasos omega-3 se pueden encontrar en el salmón, atún, fletán y camarones. 

También se encuentran en los aceites de semillas, como la chía y las semillas de 

lino, y en hojas verdes de plantas. Entre los alimentos que contienen ácidos grasos 

omega-6 se incluyen los aceites vegetales, como el de soja, cártamo o maíz, en 

frutos secos, germen de trigo, pepita de uva, cacahuate, semillas y en pequeñas 

cantidades en la carne y el huevo (Mataix y Gil, 2004).    

El -linolénico se absorbe en el intestino delgado distal de los peces y pasa a 

los enterocitos desde donde los quilomicrones lo llevan al hígado. En el retículo 

endoplásmico de los hepatocitos, el -linolénico se biotransforma al ácido 

eicosapentaenoico y ácido tetracosahexaenoico, por una serie de reacciones de 

saturación y elongación. El ácido tetracosahexaenoico es dirigido al peroxisoma del 

hepatocito donde se remueven dos carbonos a través de una -degradación y se 

forma el DHA en el hígado. No se tiene mucho conocimiento de los eventos celulares 

y moleculares que se llevan a cabo para captar y retener al DHA en el SNC, cuando 

el humano consume la carne de pescado. (Bazan y cols., 2011). Sin embargo, se 

sabe que el DHA que está empaquetado como lipoproteína de baja densidad ó unido 

a la albúmina, este es separado por las lipasas de lipoproteínas endoteliales de los 

capilares neurovasculares. Este DHA libre es tomado por los transportadores de 

ácidos grasos tipo 1, localizados en las células endoteliales, son dirigidos hacia los 

astrocitos para proveer soporte al endotelio y otras células del SNC. Los astrocitos 
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son la conexión directa entre los capilares neurovasculares, las sinapsis y otras 

redes neuronales. De tal manera, que el DHA es incorporado en las membranas 

celulares de los astrocitos y éstos los transfieren a las neuronas (Figura 8) (Moore y 

cols., 1991; Valenzuela y cols., 2008, Bazan y cols., 2011). 

 

 

Figura 8. Síntesis del DHA en peces y su transportación hasta la neurona (modificado de Bazan y 
cols, 2001). DHA: ácido docosahexaenoico 
 

 

1.8. Efecto protector y neuroprotector del DHA 

Cuando George y Mildred Burr en 1929 descubrieron los ácidos grasos 

poliinsaturados esenciales, demostraron que la falta de estos ácidos grasos en la 

Síntesis del DHA y transporte a la neurona 
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dieta produce problemas externos como resequedad de la piel y descamación, así 

como daño a los órganos internos que progresivamente puede llevar hasta la muerte 

(Burr y Burr, 1929). Por tal motivo, ha sido de gran interés estudiar el efecto de los 

ácidos grasos en la salud y en especial en el sistema nervioso, siendo éste la 

estructura del cuerpo humano que contiene gran abundancia de ácidos grasos 

poliinsaturados esenciales. 

Pero antes de entrar al sistema nervioso es importante mencionar algunos de 

los efectos protectores de los ácidos grasos poliinsaturados omega-3. Una dieta rica 

en éstos ácidos grasos (específicamente aceites de pescado) disminuyen del 25 al 

30% los triglicéridos séricos (Gylling y Miettinen, 2001). Un meta-análisis que se 

realizó entre los años de 1985 al 2008, se observó que las personas que incluían en 

su dieta estos tipos de ácidos grasos, disminuía el riesgo de padecer enfermedades 

cardiovasculares y los autores concluyeron que los omega-3, ricos en DHA, tenían 

efecto anti-inflamatorio, anti-hipertensivo e hipolipemiante (Nicholson y cols., 2013). 

Además se ha observado que tiene efectos sobre la función y la biogénesis 

mitocondrial del sistema nervioso (Kitajka y cols., 2002; Flachs y cols., 2005; Eckert y 

cols., 2013; Afshordel y cols., 2015). 

Uno de los miembros más importante de los ácidos grasos polinsaturados es 

el DHA. El cerebro está conformado por 60% de ácidos grasos, de este porcentaje el 

30 a 40% es DHA, que mayoritariamente se encuentra anclado en los fosfolípidos de 

la membrana celular (Figura 9, Horrocks y Farooqui, 2004). Se ha observado que el 

DHA juega un papel muy importante durante el desarrollo del sistema nervioso tanto 
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en la etapa embrionaria como en la posnatal (Janssen y Kiliaan, 2014; Gharami y 

cols., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Ubicación del ácido docosahexaenoico (DHA) en la membrana celular. 

 

Uno de los efectos neuroprotectores del DHA se ha observado en procesos 

inflamatorios, al ser precursor de la serie-3 de prostaglandinas y tromboxanos, así 

como de la serie-5 de leucotrienos que se sabe que tienen propiedades 

antiinflamatorias (Nicholson y cols., 2013). El DHA disminuye la expresión de 

proteínas que intervienen en las adhesiones intercelulares como la molécula de 

adhesión vascular que activa procesos inflamatorios (Calder, 2017). En pacientes de 

edad avanzada que presentaban deterioro cognitivo, el tratamiento con DHA (900 

mg) durante 24 semanas mejora los procesos de aprendizaje y memoria. Estos 

Membrana celular y el DHA 

DHA 



53 
 

resultados apoyan la idea de que el suplemento alimenticio con DHA mejora los 

procesos cognitivos durante el envejecimiento (Yurko-Mauro y cols., 2010), sin que 

los pacientes presenten efectos secundarios adversos durante el tratamiento. 

La acción protectora del DHA se debe a sus derivados como neuroprotectina 

D1, maresinas, neuroprostanos y derivados de cadenas de 22 carbonos (Bazan y 

cols., 2011). Dentro de estos derivados del DHA el más estudiado es la 

neuroprotectina D1, la cual se forma de la oxigenación del DHA por la 15-

lipoxigenasa-1 (Calandria y cols., 2009). Este derivado induce señales de 

homeostasis/sobrevivencia en respuesta a un daño celular y sistémico y se ha 

observado que incrementa proteínas antiapoptóticas (Bcl2 y Bcl-xL) y disminuye 

proteínas proapoptóticas (Bax y Bad) ante el estrés oxidante y la activación de 

citocinas (Lukiw y cols., 2005; Hacioglu y cols., 2012; Afshordel y cols., 2015). 

Además, modula las acciones de las citocinas por su efecto anti-inflamatorio 

(Schwab y cols., 2007; Murphy, 2013). El DHA inhibe la expresión y actividad de la 

ciclooxigenasa-2 (Lee y cols., 2009) y recientemente se encontró que incrementa los 

niveles de proteínas como el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, siglas 

en inglés), sinaptofisina y PSD-95 (una proteína muy abundante en la zona 

postináptica), estas proteínas están involucradas en incrementar la memoria 

(Hashimoto y cols., 2017). Esto evidencia la participación activa del DHA en los 

procesos sinápticos ya que es uno de los componentes estructurales de la 

membrana neuronal (Tanaka y cols., 2012). 
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1.9. DHA y neuronas dopaminérgicas 

Estudios postmortem en cerebros de pacientes con la EP, revelan alteraciones 

en el contenido de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga en la membrana 

plasmática de la neurona, en particular el DHA y el araquidónico (Fabelo y cols., 

2011). Se ha demostrado que la administración de DHA tiene efecto neuroprotector 

en las neuronas dopaminérgicas, empleando los modelos experimentales de la EP 

con 6-OHDA y MPTP en ratas. En el primer modelo el DHA aumenta los niveles de 

TH y sinapsina 1 en CE y con ello generó recuperación en la sinapsis nigroestriatal 

(Cansev y cols., 2008). En otro modelo se observó que el DHA incrementa la 

expresión del factor neurotrófico derivado de una línea celular glial (Tanriover y cols., 

2010) y el número de neuronas positivas a TH en la SNpc, después de 30 días de 

administración con el DHA (Ozsoy y cols., 2011a). También regula la expresión del 

factor de transcripción Nrf2 y la expresión de la proteína antioxidante 

hemooxigenasa-1 (Ozkan y cols., 2016) e inhibe la expresión y actividad de la 

ciclooxigenasa-2, reduciendo el contenido de prostaglandinas-2, siendo estas 

inductoras de inflamación (Ozsoy y cols., 2011b). Como ya se había descrito el DHA 

activa proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 en la SNpc (Hacioglu y cols., 2012). 

Finalmente, la administración de DHA en primates lesionados con MPTP y 

posteriormente tratados con levodopa, reduce las discinesias generadas por el 

fármaco (Samadi y cols., 2006).  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 La EP ha adquirido gran importancia por el aumento en el número de casos 

que se presentan cada año, al menos en México llegan al Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez” 250 casos anuales. 

Considerando esta incidencia, como la aparición de la enfermedad que se está 

presentando en edades jóvenes (25-35 años), pone a esta enfermedad 

neurodegenerativa como la segunda de relevancia a nivel mundial. Cuando en los 

años sesentas se descubrió que el neurotransmisor DA se concentra en CE y es 

quien controla la función motora, se dedicaron a realizar más estudios y llegaron a la 

conclusión de que la DA participa en la EP. Esto fue clave para encontrar el 

tratamiento de la enfermedad con la L-DOPA o también llamada levodopa (precursor 

de la DA). Durante años este tratamiento ayudó a combatir la acinesia (dificultad para 

iniciar movimientos) en los pacientes con Parkinson, sin embargo, se describieron 

efectos colaterales asociados con la terapia de L-DOPA. Después de un tratamiento 

prolongado con la L-DOPA aparecieron las discinesias y fluctuaciones motoras, 

afectando la calidad de vida de los pacientes. Todas las investigaciones para el 

tratamiento de la enfermedad se han enfocado en controlar los síntomas de la 

enfermedad, sin considerar la fuente iniciadora de la sintomatología, que es la 

muerte neuronal dopaminérgica. El enfoque de este estudio es buscar alternativas de 

tratamiento para inhibir la muerte neuronal progresiva que se presenta en la 

enfermedad. Es de vital interés encontrar compuestos coadyuvantes que 

contrarresten el daño a las neuronas dopaminérgicas, y también que estos 

compuestos no generen severos efectos colaterales como los medicamentos que 
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actualmente se emplean para el tratamiento, estos son: daño hepático, náuseas, 

vómito, alucinaciones, vasoespasmo, eritromelalgia, y somnolencia, entre otros. 

Todos estos efectos colaterales generan una pobre la calidad de vida a los pacientes 

sin tener alguna otra alternativa. Los ácidos grasos omega-3 pueden ser la opción 

para prevenir la muerte neuronal y con ello la aparición de la EP, de igual manera ser 

un coadyuvante en el tratamiento farmacológico al reducir la ingesta o eliminar, en un 

momento dado, los medicamentos que generan efectos colaterales severos. Este 

trabajo muestra el efecto del DHA sobre la función mitocondrial de las neuronas 

dopaminérgicas tras la administración de rotenona, un modelo útil en el estudio de 

las etapas tempranas de la EP. 
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3. HIPÓTESIS 

La neuroprotección que confiere el DHA a las neuronas dopaminérgicas de 

la SNpc se debe a que atenuará el daño en la función mitocondrial y proteínas que 

participan en la transmisión sináptica (sinaptofisina y tubulina). 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo general  

Estudiar el efecto del DHA sobre la función mitocondrial de la vía 

dopaminérgica, así como los niveles de las proteínas tubulina y sinaptofisina en un 

modelo experimental de la EP realizado con rotenona.  

 

4.2. Objetivos específicos 

Evaluar en un modelo experimental de la EP inducido por rotenona el efecto del DHA 

sobre 

a) la actividad exploratoria erguida. 

b) el número de neuronas dopaminérgicas en la SNpc. 

c) la densidad óptica de la marca de la TH en el CE. 

d) los núcleos celulares de la SNpc y el CE. 
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e) la actividad del complejo I, los niveles de la proteína del complejo I, el 

consumo de oxígeno, la capacidad de síntesis de ATP y el potencial de 

membrana de mitocondrias aisladas del mesencéfalo y el CE. 

f) la ultraestructura de las mitocondrias de la SNpc y el CE. 

g) Los niveles de tubulina y sinaptofisina en el CE. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Reactivos   

Reactivos adquiridos con Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA): DHA, 

dimetilsulfóxido, paraformaldehído, sacarosa, fosfato de sodio monobásico, fosfato 

de sodio dibásico, poli-L-lisina, hematoxilina, eosina, Tritón X-100, albúmina sérica 

bovina (BSA), carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), 2,6 

diclorofenolindofenol (DCPIP), antimicina A, safranina O, hexokinasa, ácido 

tetraacético de etilenglicol (EGTA), adenosin difosfato (ADP), rotenona, oligomicina 

A, ácido succinico, N-2-Hidroxietilpiperazina-N'-2 ácido etanosulfónico (HEPES), 

dodecil sulfato de sodio (SDS), flavín adenín dinucleótido (FAD), nicotinamida 

adenina dinucleótido fosfato (NADP+), digitonina, ubiquinone, sacarosa, cianuro de 

potasio (KCN), glutamato, manitol,  cloruro de magnesio, percoll y un anticuerpo 

monoclonal α–tubulina (clone DM1A).  

Anticuerpos adquiridos con Abcam (Cambridge, Reino Unido): anticuerpos 

primarios contra complejo I mitocondrial de la subunidad NDUFS3 y el canal anión 

dependiente de voltaje (VDAC-1).  

Anticuerpo adquirido con Merck-Millipore (Darmstadt, Alemania): anticuerpo 

primario contra TH.  

Anticuerpos adquiridos con Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, EUA): 

anticuerpo primario contra sinaptofisina y anticuerpos secundarios para 

inmunohistoquímica. 
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El estuche de substrato de quimioluminiscencia Novex ECL se compró de 

Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).  

Los otros reactivos utilizados fueron de grado analítico y disponibles en el 

mercado.   

 

5.2. Animales  

Se utilizaron 120 ratas macho Wistar de 240-260 g, y los animales se 

mantuvieron en condiciones estándar (12/12 h de ciclo luz/obscuridad), temperatura 

(21  2°C) y humedad relativa (40%) con acceso al agua y alimento ad libitum. Todos 

los experimentos se realizaron bajo la Norma Oficial Mexicana sobre 

Especificaciones Técnicas para la Producción, Cuidado y Uso de los Animales de 

Laboratorio (NOM-062-ZOO-1999) y fueron aprobados por el comité de cuidado y 

uso de animales del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía en el protocolo 

(No. 07/12).  

 

5.3. Grupos experimentales  

Los animales se dividieron en cuatro grupos con 30 ratas cada uno:  

Grupo Control: se administró solución salina (SS) oral durante 7 días y al siguiente 

día SS subcutáneamente durante 8 ó 14 días.  

Grupo Rot: se administró SS oral durante 7 días y al siguiente día rotenona 3 mg/kg, 

subcutáneamente durante 8 ó 14 días.  
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Grupo DHA+Rot: se administró DHA 35 mg/kg, oral durante 7 días y al día siguiente 

rotenona 3 mg/kg, subcutáneamente durante 8 ó 14 días.  

Grupo DHA: se administró DHA 35 mg/kg, oral durante 7 días y al siguiente día SS 

subcutáneamente durante 8 ó 14 días.  

Previamente se ha observado que la administración de rotenona a estos días 

produce una disminución en la actividad locomotora y movimiento (Fleming y cols., 

2004), reducción en los niveles de la proteína TH (Sonia Angeline y cols,. 2012) 

como incremento en el número de células apoptóticas (Lin y cols., 2012). De tal 

manera que se administró un primer lote de animales a dos tiempos diferentes de 

rotenona para analizar la conducta exploratoria erguida, 24 horas después 8 ó 14 

dosis de la toxina. El DHA (35 mg/Kg/24h) se administró vía intragástrica durante 7 

días previo al tratamiento con rotenona. La dosis de DHA se escogió con base a la 

neuroprotección observada de 0.5 ml/kg de aceite de hígado de bacalao (Orozco-

Ibarra y cols., 2018) y el contenido mínimo de DHA en el aceite de hígado de bacalao 

es aproximadamente el 7% (European Pharmacopoeia, 2007; Denny Joseph and 

Muralidhara, 2015), por lo cual calculamos la dosis de 35 mg/kg de DHA. De hecho, 

esta misma dosis se ha utilizado en otros estudios sobre la EP, se ha encontrado un 

efecto neuroprotector en varias pruebas de conducta (Ozkan, 2016). 

 

5.4. Evaluación conductual  

La actividad exploratoria es un índice indirecto para analizar el contenido del 

neurotransmisor de DA en el CE, ya que dicho neurotransmisor está involucrado en 

la regulación de la locomoción. El análisis conductual se realizó evaluando el número 
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de levantamientos del animal durante 5 min, en un cilindro de acrílico de 30 cm de 

largo y 19.5 cm de circunferencia (Schaar y cols., 2010), previo a su sacrificio. Todos 

los experimentos se realizaron por un solo operador en la fase de luz del ciclo 

circadiano entre las 7:00 y las 9:00 a.m. La prueba del cilindro es fácil de aplicar y da 

una evaluación objetiva sensible del daño crónico en las extremidades, que otras 

pruebas no detectan y tiene una alta fiabilidad (Brooks & Dunnett, 2009). Los 

resultados se expresaron como número de levantamientos durante 5 min. 

 

 

5.5. Análisis histoquímico e inmunohistoquímico  

Después del tratamiento, las ratas se anestesiaron con pentobarbital sódico 

(80 mg/kg, intraperitoneal) y se perfundieron vía intracardiaca con solución salina y 

posteriormente con paraformaldehído al 4%. Los cerebros se extrajeron y se pos-

fijaron en paraformaldehído (4%) y se embebieron en parafina. Se realizaron cortes 

coronales (5 µm) de cinco cerebros por grupo en donde se visualizaron el CE y la 

SNpc, estos cortes se tiñeron con hematoxilina y eosina para analizar la morfología 

celular y la inmunohistoquímica en CE de alfa-tubulina y sinaptofisina. La 

cuantificación se realizó en 5 áreas (1392 X 1040 pixeles por cuadro) del CE de 4 

cortes de cada animal, y se tomaron imágenes a un aumento de 40X usando el 

software Q-Capture Pro 7, 2010 adaptado en un microscopio Eclipse E200 Nikon. 

Los resultados se expresaron como número de núcleos dañados por área.  
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5.5.1. Cuantificación estereológica   

Se realizaron cortes frontales (40 µm) de toda la SNpc y de seis a ocho cortes 

se emplearon para la inmunotinción de TH y los cortes se incubaron por flotación 

durante 48 h (1:500, en amortiguador de fosfatos conteniendo 0.3% de Triton X-100). 

Se empleó el sistema de inmunoperoxidasa de avidina-biotina (Santa Cruz) junto con 

el cromógeno tetracloruro de 3,3’diaminobenzidina (0.3%). El número de neuronas 

dopaminérgicas en la SNpc se estimó con un método estereológico (West y cols., 

1991), utilizando un software estereológico versión 11 (MBF Bioscience) integrado 

por un microscopio Olympus BX51 conectado a una cámara de video digital (MBF 

Bioscience). El conteo se realizó con el objetivo 60X y un fraccionador óptico con las 

siguientes dimensiones 87 X 130 µm. El análisis se realizó sin que el observador 

estuviera enterado del tratamiento del animal. 

 

5.5.2. Análisis densitométrico de TH en CE  

Se obtuvieron cortes frontales (5 µm) de CE para la tinción de la TH en las 

fibras estriatales. Las imágenes se capturaron usando el software Q-Capture Pro 7, 

2010 adaptado a un microscopio Eclipse E200 Nikon, posteriormente con el 

programa Imagen J (Rasband, 1997-2016, versión 1.45) se determinó la densidad de 

la TH de la manera previamente descrita (Rojas y cols., 2008). Se digitalizó cada 

imagen a ocho bits delineando el estriado y utilizamos valores de escala de grises 

que oscilaban entre 0 y 255 pixeles. Se examinaron ocho secciones de tejido de 

cada animal con un aumento de 1X. Los resultados se expresaron como densidad 

óptica integrada. 
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5.5.3. Análisis densitométrico de -tubulina y sinaptofisina en CE 

 Se emplearon otros cortes de CE para incubarlos con los anticuerpos -

tubulina (1:500) y sinaptofisina (1:500). Después de la incubación con los anticuerpos 

primarios a temperatura ambiente durante 40 min se incubó con un anticuerpo 

secundario anti-ratón IgG biotilinado. Subsecuentemente se incubó con 

estreptavidina por 40 minutos y se visualizó la marca con diaminobencidina. Los 

cortes de las cuatro condiciones experimentales se procesaron al mismo tiempo, a fin 

de disminuir las variaciones en la tinción. El análisis densitométrico de la 

inmunotinción de -tubulina y sinaptofisina se realizó igual que el de TH. Se 

examinaron 5 áreas en CE de seis a ocho cortes por rata con un aumento de 40X. 

Cada imagen se digitalizó a 8 bits con un tamaño de imagen de 11.8 x 8.8 cm, 

proporcionando valores de escala de grises entre 0 y 255 pixeles. Los resultados se 

expresaron como densidad óptica integrada.   

 

5.6. Aislamiento de mitocondrias  

Las mitocondrias del CE y mesencéfalo ventral (región cerebral donde se 

localiza la SNpc) se aislaron por el método de Chinopoulos y cols., (2011). El tejido 

se homogenizó en un amortiguador de aislamiento frío con la siguiente composición: 

manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, EGTA 1 mM, albúmina sérica bovina 0.1%, y 

HEPES 10 mM, pH 7.2. La separación de las mitocondrias se realizó con 

centrifugaciones en diferentes gradientes de percoll. Para comprobar la pureza de la 
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extracción mitocondrial se realizaron pruebas de microscopia electrónica de acuerdo 

a lo descrito por Luis-García y cols. (2017). 

 

5.7. Determinación de la actividad del complejo I  

Para evaluar el grado de inhibición del complejo I generado por el tratamiento 

con rotenona, se midió la actividad de este complejo de la manera previamente 

descrita (Luis-García y cols., 2017). Se preparó una mezcla de reacción con 

albúmina sérica bovina 3 mg/ml, decil ubiquinona 60 μM, NADH 60 μM, KCN 2 mM y 

antimicina A 2 μM y DCPIP 160 μM. Cuando la reacción comenzó se adicionaron 5 μl 

de muestra de la fracción mitocondrial y se midió la disminución en la absorbancia a 

340 nm por 3 minutos. En una reacción paralela, se determinó la actividad insensible 

a rotenona al adicionar rotenona 4 μM a la mezcla de reacción. Los resultados se 

expresaron en nmoles de DCPIP por minuto por mg proteína. 

 

5.8. Análisis de la proteína del complejo I por western blot 

Se utilizó SDS-PAGE para separar las proteínas mitocondriales del 

mesencéfalo ventral y del CE, se transfirieron a las membranas de difluoruro de 

polivinilideno (BioRad, Hercules, CA, EE. UU.). Las membranas se incubaron con 

leche al 5% en PBS con Tween al 0.01% durante dos horas. Posteriormente, se 

incubaron las membranas en anticuerpos primarios contra la subunidad NDUFS3 del 

complejo I mitocondrial (1:5000; ab14711) durante la noche. Al día siguiente, las 

membranas se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo IgG 

hecho en cabra conjugado con peroxidasa de rábano a una dilución de 1:15000. La 
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quimioluminiscencia se analizó por ImageJ (Rasband, 1997-2016, versión 1.45). Los 

resultados se expresaron densidad de complejo I / VDAC-1. 

 

5.9. Parámetros respiratorios  

La respiración mitocondrial (consumo de oxígeno) se midió con un electrodo 

tipo Clark, tal como Luis-García y cols. (2017) utilizando un medio de respiración 

compuesto por MgCl2 15 mM, sacarosa 210 mM, manitol 660 mM, KH2PO4 30 mM, 

EGTA 30 mM, BSA 0.3%. La CTE se alimentó con glutamato/malato 10 mM/ 5 mM 

para el complejo I y succinato 14 mM para complejo II. El consumo de oxígeno en 

estado estacionario (respiración en estado 4*) se inició por la adición de 0.5 a 1.0 mg 

de proteína mitocondrial a este medio. La respiración en estado fosforilante 

(respiración en estado 3*) se inició agregando ADP 200 μM. Una vez que se ha 

consumido el ADP, se adicionó oligomicina 1 µM para inhibir la reacción. El índice de 

control respiratorio (ICR) es la relación entre la velocidad del consumo de oxígeno en 

estado 3 sobre el estado 4 y proporcionó la estimación del acoplamiento de la 

síntesis de ATP al flujo de electrones. Un ICR de 1 ocurre en mitocondrias no 

acopladas, mientras que un ICR>4 se presente en mitocondrias acopladas. Por lo 

cual se consideraron valores mayores a 3 de ICR en el grupo control para el análisis 

estadístico. 

 

5.10. Determinación de la capacidad de síntesis de ATP  

La capacidad de síntesis de ATP se midió mediante un ensayo enzimático 

basado en la detección del incremento en la producción de NAPDH a partir de 
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NADP+ (Luis-García y cols., 2017). Se preparó una mezcla de reacción con 163 μg/ml 

hexocinasa, 2 U/mL glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 20 mM glucosa, 1.4 mM 

NADP+ y como sustratos (10 mM/5 mM glutamato/malato o 14 mM succinato) que 

reaccionó con 10 µg de proteína mitocondrial. Todas las evaluaciones se hicieron por 

duplicado para determinar la síntesis basal de ATP. El cambio en la absorbancia 

debido a la reducción del NADP+ se midió a 340 nm. El cálculo de la actividad se 

realizó usando el coeficiente de extinción del NADPH (6.22x103 M·cm-1). Los 

resultados se expresaron como nmol por minuto por miligramos de proteína. 

 

5.11. Potencial de membrana  

El potencial de membrana mitocondrial se estimó mediante los cambios en la 

fluorescencia de la safranina O como previamente describieron Luis-García y cols., 

(2017). La mezcla de reacción contenía 25 µg de proteína mitocondrial, 10 µM 

safranina O y los sustratos mitocondriales (10 mM/ 5 mM glutamato/malato o 14 mM 

succinato). El potencial transmembranal se disipó al adicionar 200 µM FCCP y se 

registraron los cambios de fluorescencia a 495 y 586 nm de excitación y emisión, 

respectivamente. Los resultados se expresaron como porcentaje de cambio de 

fluorescencia con respecto al control. 

 

5.12. Microscopía electrónica 

 Se extrajeron la SNpc y el CE que se fijaron en glutaraldehído 2.5% durante 1 

h, posteriormente se post-fijaron en tetróxido de osmio 1% por 1 h y 

subsecuentemente el tejido se deshidrató hasta incluirse en Epon. Se realizaron 
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cortes semifinos de 1 mm, en un ultramicrótomo Sorval MT 6000, de cada bloque y 

se tiñeron con azul de toluidina para identificar el área de interés, una vez 

identificada se hicieron cortes ultrafinos de la SNpc y el CE. Se obtuvieron de once a 

trece cortes seriados ultrafinos (60–80 nm) de cada bloque con una cuchilla de 

diamante y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Con ayuda de 

un microscopio electrónico de transmisión (JEM-1400 Plus, JEOL), se tomaron 

imágenes para visualizar la ultraestructura mitocondrial. 

 

5.13. Análisis estadístico  

Los datos se expresaron como promedio  error estándar de la media (EEM) y 

se hizo el análisis de ANOVA de una vía seguida de la prueba de mínima diferencia 

significativa entre grupos de Duncan y se realizó mediante el paquete estadístico de 

ciencias sociales (SPSS). Las diferencias se consideraron significativas con un valor 

de mínimo de p<0.05. 
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6. RESULTADOS 

Efecto neuroprotector del DHA 

La administración subcutánea de rotenona (3 mg/kg/día) durante 8 o 14 días 

disminuyó la actividad exploratoria 43% a 8 días y 56% a 14 días (Figura 10). La 

administración intragástrica de DHA (35 mg/kg/día) previno la disminución en la 

actividad exploratoria del 54% cuando se compara con el grupo de animales 

administrados con rotenona (Figura 10A). En el grupo de 14 días de administración 

con rotenona, el DHA no tuvo ningún efecto protector en la evaluación conductual 

(Figura 10B). La simple administración de DHA no modificó la conducta exploratoria 

en ambos tiempos de la inyección subcutánea de rotenona (Figura 10A y 10B). 

Dados estos hallazgos, el resto de las evaluaciones sólo se realizaron después de 

ocho días de administración de rotenona. 

Se analizó el efecto de la rotenona y el DHA en la morfología celular y el 

número de neuronas dopaminérgicas en SNpc. En la Figura 11 se presentan 

imágenes representativas de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc, así como las 

fibras del CE positivas a TH. Las neuronas dopaminérgicas disminuyeron (21%) en la 

SNpc de ratas tratadas con rotenona en comparación con los controles, y la 

administración de DHA impidió la reducción en el número de neuronas (grupo DHA + 

Rot) en aproximadamente un 30% al comparar con el grupo de rotenona. El análisis 

densitométrico reveló que la densidad de las fibras estriatales positivas a TH en CE 

se redujo en aproximadamente un 20% en ratas tratadas con rotenona, pero este 

efecto no fue estadísticamente significativo. Sin embargo, la densidad de las fibras 

del estriado positivas a TH aumentó significativamente en aproximadamente un 34% 



70 
 

en el grupo tratado con DHA y rotenona en comparación con el grupo que recibió 

rotenona solamente (Figura 12B). 

 

 

 

 

Figura 10. Efecto de la Rot y del DHA en la conducta de exploración erguida. Se cuantifico el número 
de veces que la rata se pone en posición erguida y toca la pared del cilindro durante el tiempo de 5 
minutos, valor de media ± Error estándar, n=5-10 por grupo. (A) ocho y (B) catorce días de rotenona. 
Las diferencias estadísticas se analizaron con ANOVA de una vía seguido de una post hoc de 
Duncan. ***p<0.001 vs control y ###p<0.001 vs Rot. 
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Figura 11. Imágenes representativas de la cuantificación del número de neuronas y densidad óptica 
integrada del efecto de la Rot y del DHA en la expresión de TH en la SNpc y cuerpo estriado.  
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Figura 12. Efecto de la Rot y del DHA en la expresión de TH en SNpc y cuerpo estriado. A) 
Cuantificación del número de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta. B) 
Densidad óptica integrada (DOI) de las fibras estriatales positivas a TH. Valor de media ± error 
estándar, n=5 por grupo. Las diferencias estadísticas se analizaron con ANOVA de una vía seguido de 
una post hoc de Duncan. *p<0.05 vs control y #p<0.05 vs Rot.  
 

 

La tinción de hematoxilina y eosina evidencio daño en la morfología celular de 

SNpc y CE en ratas administradas con rotenona al comparar con el grupo control 

(Figura 13C vs 13A y Figura 13D vs 13B). La administración de DHA previno 

parcialmente el daño morfológico generado por la rotenona en ambas regiones 

cerebrales (Figura 13E vs 13F). El grupo de animales administrados solamente con 

DHA no se modificó la morfología celular en SNpc (Figura 13G) y CE (Figura 13H). 

En el análisis estadístico se observó un incremento significativo en el número de 

núcleos dañados en el grupo administrado con rotenona, al compararse con el grupo 

control en SNpc (294%) y CE (368%), siendo esta última la región cerebral la más 

afectada (Figura 14). El pretratamiento con el DHA previno dicho incremento 

generado por la rotenona en la SNpc y el CE (32% y 44%, respectivamente). 
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Figura 13. Tinción de Hematoxilina-eosina. Cortes coronales de SNpc y cuerpo estriado, imágenes 
tomadas a 100X. Flechas indican células con núcleos dañados. Cabezas de flechas indican células 
degeneradas. Rot: Rotenona. DHA: Ácido docosahexaenoico. 
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Figura 14. Cuantificación del número de núcleos dañados en (A) sustancia nigra pars compacta y (B) 
cuerpo estriado. Se presentan valores de media ± error estándar, n=5 por grupo. Las diferencias 
estadísticas se analizaron con ANOVA de una vía seguido de una post hoc de Duncan. ***p<0.001 vs 
control. #p<0.05 vs Rotenona y ##p<0.01 vs Rotenona. Rot: Rotenona. DHA: Ácido 
docosahexaenoico. 
 

 

Función mitocondrial 

Para corroborar que el aislamiento mitocondrial estuviera puro y con 

mitocondrias intactas, se realizó un estudio de ultraestructura (Figura 15). La fracción 

mitocondrial que se extrajo fue de una pureza alta, no se observó contaminación de 

otros organelos de la célula y las crestas mitocondriales se preservaron durante la 

extracción (Figura 15B). El primer parámetro de la función mitocondrial analizado fue 

la actividad del complejo I, para evidenciar si la rotenona inhibió su actividad. La 

administración de rotenona durante 8 días no afectó la actividad del complejo I en 

mesencéfalo y CE de igual forma el DHA sólo o como pretratamiento antes de la 

rotenona, no modificó la actividad del complejo (Tabla 1). 
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Figura 15. Imagen representativa del aislamiento de la fracción mitocondrial de cuerpo estriado, de 
ratas sin tratamiento. A) Imagen panorámica de mitocondrias sin contaminación de otros organelos. 
B). Imagen representativa de la preservación de las crestas mitocondriales. El aislamiento esta 
descrito en material y método.  

 

 

   Tabla 1. Actividad del complejo I mitocondrial 

 Mesencéfalo Cuerpo estriado 
Control 71.7 ± 8.4 62.6 ± 4.8 
Rot 62.4 ± 8.9 64.2 ± 5.7 
DHA + Rot 73.3 ± 10.9 58.6 ± 8.1 
DHA 68 ± 8.5 63.2 ± 7.9 

    Efecto de Rot y el DHA en la actividad del complejo I mitocondrial. Se muestran 
valores de media ± error estándar, n=8 por grupo. Diferencias estadísticas se 
analizaron con ANOVA de una vía seguido de una post hoc de Duncan. 

 

  

El análisis de los niveles de proteína del complejo I por western blot, confirmó 

que la rotenona no afecta los niveles de proteína del complejo en el mesencéfalo 

como en CE (Figura 16). Sin embargo, la administración de DHA incrementó los 

niveles de proteína en mesencéfalo cuando se compara con el grupo rotenona 

(Figura 16A). 
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Figura 16. Efecto de Rot y el DHA en la expresión de la proteína del complejo I mitocondrial en 
(A) mesencéfalo y (B) cuerpo estriado. (C) Western blot representativo del complejo I y el canal anión 
dependiente de voltaje (VDAC-1) empleados para el análisis densitométrico de complejo I / VDAC-1. 
Se presentan valores de media ± error estándar, n=4 por grupo. Las diferencias estadísticas se 
analizaron con ANOVA de una vía seguido de una post hoc de Duncan. #p<0.05 vs Rotenona. 

 

 

Los siguientes parámetros de la función mitocondrial que se analizaron fueron 

ICR, capacidad de síntesis de ATP y el potencial transmembranal en mesencéfalo 

(Tabla 2), alimentando la cadena de transporte de electrones con glutamato/malato ó 

succinato. La rotenona o el DHA no tuvieron efecto sobre la función de los 

parámetros mitocondriales analizados. 
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Tabla 2. Análisis de parámetros funcionales de mitocondria en mesencéfalo. Alimentando la cadena 
de transporte de electrones con glutamato/malato y succinato.  

 Glutamato/malato Succinato 

Mesencéfalo ICR 

Capacidad 
de 

Síntesis de 
ATP 

Potencial 
transmembranal 

ICR 

Capacidad 
de 

Síntesis de 
ATP 

Potencial 
transmembranal 

Control 6.5 ± 1.0 104.2 ± 6.7 100 ± 25.6 3.3 ± 0.2 67.3 ± 7.4 100 ± 14.3 
Rot 5.2 ± 1.0 98.0 ± 9.9 105 ± 17.2 3.2 ± 0.1 66.7 ± 5.2 107 ± 14.9 
DHA + Rot 5.9 ± 1.2 117.5 ± 6.6 94.7 ± 10.0 3.2 ± 0.1 86.7 ± 9.4 91.8 ± 24.1 
DHA 7.7 ± 0.4 95.6 ± 3.7 103.3 ± 13.0 3.5 ± 0.4 66.8 ± 8.8 96.9 ± 8.1 
Se muestran valores de media ± error estándar, n=3-5 por grupo. Diferencias estadísticas se 
analizaron con ANOVA de una vía seguido de una post hoc de Duncan. 
 

 

 En la tabla 3 se muestran los resultados del análisis de la función mitocondrial 

en el CE y no mostró diferencias significativas entre los grupos en ninguno de los 

parámetros analizados.   

 

 

Tabla 3. Análisis de los parámetros funcionales de la mitocondria en el CE. Alimentando la cadena de 
transporte de electrones con glutamato/malato y succinato. 

 Glutamato/malato Succinato 

CE ICR 

Capacidad 
de 

Síntesis de 
ATP 

Potencial 
transmembranal 

ICR 

Capacidad 
de 

Síntesis de 
ATP 

Potencial 
transmembranal 

Control 6.9 ± 1.0 104.9 ± 7.5 100 ± 6.7 3.0 ± 0.2 67.1 ± 5.7 100 ± 8.4 
Rot 5.2 ± 1.0 103.2 ± 14.7 97.8 ± 12.7 3.2 ± 0.2 68.5 ± 15.0 97.7 ± 24.6 
DHA + Rot 6.2 ± 0.0 110.6 ± 6.7 91.4 ± 10.5 3.3 ± 0.1 76.2 ± 7.1 98.8 ± 15.0 
DHA 7.9 ± 0.8 107.9 ± 4.6 84.9 ± 7.0 3.6 ± 0.2 69.1 ± 15.6 99.5 ± 24.2 
Se muestran valores de media ± error estándar, n=3-5 por grupo. Diferencias estadísticas se 
analizaron con ANOVA de una vía seguido de una post hoc de Duncan. 
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En el análisis ultraestructural se observaron células normales (material 

granular denso en el soma, algunas vesículas lisosómicas y pocas vacuolas 

fagocíticas) en la SNpc del grupo control (Figura 17A). En el CE se muestran 

sinapsis axo-dendríticas con preservación mitocondrial adecuada (Figura 17B y 17C). 

La administración de rotenona en la SNpc (Figura 17D) y CE (Figura 17E y 17F) 

aumentó el número de vesículas lisosomales electrodensas, así como vesículas 

autofágicas que revelan diversos grados de degradación y mitocondrias hinchadas 

parcialmente destruidas. También se observaron numerosas vacuolas y presencia de 

microglía fagocítica reactiva en SNpc de ratas que recibieron la administración de 

rotenona (Figura 17D), mientras que el CE se observó dilatación por daño de mielina 

de las membranas y terminales nerviosas (Figuras 17E y 17F). El pretratamiento con 

DHA redujo la inflamación mitocondrial y la activación microglial, generado por la 

rotenona en la SNpc (Figura 17G) y en el CE (Figuras 17H y 17I). La sola 

administración del DHA no modificó la morfología ultraestructural de las neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc (Figura 17J), ni las terminales nerviosas en el CE (Figura 

17K y 17L).  

Por último, se analizó si la administración de rotenona o DHA tiene algún 

efecto sobre los microtúbulos que constituyen el citoesqueleto celular en el CE, y la 

rotenona disminuye la marca positiva de la α-tubulina en aproximadamente el 37% y 

el pretratamiento con DHA previno esta disminución generada por la rotenona en 

aproximadamente 39%. El grupo que sólo recibió DHA no mostró efectos sobre la α-

tubulina (Figuras 18A y 18B). Finalmente, evaluamos el efecto de la administración 

de rotenona o DHA sobre la transmisión sináptica en el CE y los resultados de la 
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inmunohistoquímica revelaron que la rotenona redujo la sinaptofisina un 31% en 

comparación con el grupo control. La administración de DHA y posteriormente 

rotenona previno 39% esta reducción y la sola administración de DHA aumentó la 

sinaptofisina 12% en comparación con el grupo de control (Figuras 19A y 19B). 
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Figura 17. Micrografías de sustancia nigra pars ccompacta y cuerpo estriado. Imágenes 
representativas del grupo de control (A a C), grupo tratado con Rot (D a F), grupo administrado con 
DHA más Rot (G a I), grupo DHA (J a L). v: vacuolas, at: sinapsis axo-dendrítica, m: mitocondrias, d: 
dendrita, mg: microglia fagocítica reactiva, bv: vaso sanguíneo, N: núcleo. Flecha negra fina: vesícula 
lisosomal. Flecha blanca fina: vacuolas autofágicas. Flecha negra gruesa: mitocondrias hinchadas 
parcialmente destruidas. Barra de calibración 500 nm. 
 



81 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 18. Efecto de la Rot y el DHA sobre la expresión de tubulina. (A) Imágenes representativas de 
tubulina en el estriado. (B) Cuantificación en estriado de tubulina. Se presentan valores de media ± 
error estándar, n=5 por grupo. Las diferencias estadísticas se analizaron con ANOVA de una vía 
seguido de pruebas post hoc de Duncan.  ***p<0.001 vs control y ##p<0.05 vs Rot. 
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Figura 19. Efecto de la Rot y el DHA sobre la expresión de sinaptofisina. (A) Imágenes representativas 
de sinaptofisina en el estriado. (B) Cuantificación en estriado de sinaptofisina. Se presentan valores de 
media ± error estándar, n=5 por grupo. Las diferencias estadísticas se analizaron con ANOVA de una 
vía seguido de pruebas post hoc de Duncan. *p<0.05 vs control;  ***p<0.001 vs control y ###p<0.001 
vs Rot. 
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7. DISCUSIÓN 

Nuestros resultados confirman que la rotenona indujo un modelo experimental 

para estudiar el parkinsonismo idiopático y establecer un efecto neuroprotector 

ejercido por el DHA.  

Primeramente, las ratas administradas con rotenona presentaron muerte 

celular significativa, así como disminución en la actividad exploratoria, esto evidencia 

el papel que tiene la rotenona como herramienta potencial para explorar las primeras 

etapas de la EP (Johnson y cols., 2015; Greenamyre y cols., 2010). El análisis 

histológico reveló que el CE, la región del cerebro que recibe las proyecciones de 

neuronas dopaminérgicas de la SNpc, fue la región con mayor daño por la rotenona. 

Esto puede deberse a la proximidad del CE con los ventrículos laterales, lo que lo 

convierte en el sitio primario de captación de toxinas, y esto concuerda con los 

hallazgos previos con respecto a la acción retrógrada de la rotenona en la lesión de 

las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Melo y cols., 2013). 

Debido a que las mitocondrias desempeñan un papel esencial en la regulación 

de los pasos clave que participan en la muerte celular, es importante explorar su 

participación en el inicio de la neurodegeneración. Esperábamos encontrar disfunción 

mitocondrial en ratas tratadas con rotenona dado que la rotenona es reconocida 

como un inhibidor clásico del complejo I mitocondrial (Lindahl y Öberg, 1960; Palmer 

y cols., 1968; Singer y Ramsay, 1994; Xiong y cols., 2012). Sin embargo, la inhibición 

del complejo I mitocondrial por la rotenona, la cual se ha documentado ampliamente, 

se ha producido en mitocondrias aisladas o en células permeabilizadas que se 

incuban directamente con el compuesto. Según nuestro conocimiento, éste estudio 
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es el primero en informar el efecto de la administración in vivo de la rotenona sobre la 

actividad del complejo I mitocondrial en CE y en el mesencéfalo de animales tratados 

in vivo con rotenona en las dosis y tiempos que utilizamos. Varios estudios in vivo se 

ha descrito la actividad mitocondrial después de la administración de rotenona 

diariamente durante largos periodos o utilizando dosis más altas (Betarbet y cols., 

2000; Abdin y Hamouda, 2008; Denny Joseph y Muralidhara, 2015; Wen y cols., 

2011). En otros experimentos, en los que se midió la función mitocondrial  de todo el 

cerebro después de la administración de rotenona a corto plazo (6 días), no se 

encontró un ICR disminuido, a pesar de presentar reducciones significativas en el 

estado 3 (Panov y cols., 2005). Aun cuando la evidencia indica que hay una 

disminución en la actividad del complejo I mitocondrial en pacientes que murieron 

después de varios años de evolución de la EP (Jenner, 1993; Flønes y cols., 2018; 

Schapira, 2007), es posible que esta reducción en la actividad no desempeñe un 

papel importante en el proceso de neurodegeneración de la EP (Flønes y cols., 

2018). 

Lo mencionado anteriormente lo corroboramos en este estudio, encontramos 

ligeras alteraciones mitocondriales generadas por la rotenona, mientras buscábamos 

un vínculo entre los cambios ultraestructurales y las características bioquímicas en la 

SNpc y el CE. Sin embargo, estas alteraciones no fueron lo suficientemente 

importantes como para afectar la función mitocondrial. Esto está acorde con la 

evidencia previa en estudios in vitro que muestran cambios en la morfología 

mitocondrial en un modelo de la EA (con tratamiento con beta-amiloide en neuronas 

de la corteza primaria), sin cambios en la producción de ATP o el potencial 
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transmembranal (Hung y cols., 2018). Los hallazgos de este estudio incrementan la 

evidencia de que la disminución de la función mitocondrial es una consecuencia, más 

que una causa de la neurodegeneración. Una posible limitante del análisis en la 

función mitocondrial fue que se utilizó el mesencéfalo ventral y no solamente las 

neuronas dopaminérgicas dañadas por la rotenona localizadas en la SNpc. Además, 

las mitocondrias aisladas provinieron de diferentes linajes celulares presentes en el 

cerebro, y no existe información sobre si la rotenona tiene un efecto diferencial en los 

diferentes tipos de células presentes en el sistema nervioso. Otro aspecto importante 

a considerar es la dinámica mitocondrial que se presenta en la célula para adaptarse 

a los cambios del entorno celular. Esta dinámica mitocondrial consiste en dos 

eventos opuestos denominados fisión y fusión, y se producen de manera constante y 

equilibrada para crear nuevas mitocondrias o también segregar las mitocondrias 

dañadas (Suárez-Rivero y cols., 2017). Se ha sugerido que las ERO intracelulares y 

extracelulares pueden activar la fisión mitocondrial (Jahani-Asl y cols., 2007) e 

inclusive dañar la morfología de la red mitocondrial (Jendrach y cols., 2008). Ya se 

ha reportado que la rotenona incrementa la concentración de las ERO al inhibir la 

actividad del complejo I (Cicchetti y cols., 2009) y estas ERO podrían estar activando 

los procesos de fisión y fusión para resistir la toxicidad inducida por la rotenona, por 

lo cual no se observó daño a la función mitocondrial. Cabe mencionar que en este 

trabajo no se realizó un análisis del estrés oxidante para corroborar si a 8 días de 

administración de rotenona se incrementaron las ERO. Sin embargo, queda esta 

pregunta abierta para estudiar si este mecanismo de compensación ésta activado en 
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las mitocondrias y posiblemente sea esta la razón del porque no se observó 

disminución en la función mitocondrial.   

Dentro de los hallazgos en el estudio se encontró que la rotenona disminuye la 

expresión de -tubulina en el CE, este hallazgo concuerda con la evidencia de daño 

a los microtúbulos como un evento de neurodegeneración temprana que incluso se 

produce antes del daño mitocondrial en el parkinsonismo inducido por el MPP+ 

(Cartelli y cols., 2010). Debido a que el transporte de DA al CE desde la SNpc 

requiere de una función microtubular correcta, es posible que la desestabilización de 

los microtúbulos inducida por la rotenona afecte el transporte de DA. Puede existir un 

vínculo entre la función mitocondrial y la homeostasis del citoesqueleto, sin embargo, 

la disfunción mitocondrial se ha detectado antes (Esteves y cols., 2010) y después 

(Maldonado y cols., 2010) de la desestabilización de microtúbulos. Así mismo, se ha 

demostrado que la inhibición del complejo I mitocondrial potencia este daño, en lugar 

de provocar la muerte de las neuronas dopaminérgicas inducida por la rotenona. Del 

mismo modo, se ha demostrado que la inhibición del complejo I mitocondrial, más 

que una causa, potencia la muerte celular de las neuronas dopaminérgicas inducida 

por la rotenona y la despolimerización de los microtúbulos, siendo éste un 

mecanismo alternativo en la muerte neuronal inducida por la rotenona (Choi y cols., 

2011). 

Por otro lado, el efecto neuroprotector que ejerció el DHA se observó a través 

de la preservación de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc y de las fibras del CE 

teñidas con la TH, en el grupo administrado con DHA y posteriormente la rotenona. 
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Este es el primer estudio que informa el efecto neuroprotector de la administración 

del DHA solo y por un corto período de tiempo en un modelo experimental de la EP. 

Aunque existen estudios similares en otros modelos experimentales de la EP como la 

MPTP y la 6-OHDA, en estos estudios se administró el DHA durante períodos 

prolongados o en combinación con otros compuestos (Ozkan y cols., 2016; Hacioglu 

y cols., 2012; Ozsoy y cols., 2011a; Tanriover y cols., 2010; Cansev y cols., 2008). 

En este trabajo encontramos que la administración del DHA a corto tiempo preserva 

la función de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, ya que se conservó el 

número de neuronas y se mejoró la conducta exploratoria en los animales 

administrados con rotenona. El efecto neuroprotector observado con el DHA puede 

deberse a su rápido transporte al cerebro (Bazan y cols., 2011).  

 Aunque el efecto neuroprotector del DHA se asoció directamente con la 

prevención en la disminución de la expresión de -tubulina y sinaptofisina (ambas 

proteínas están estrechamente relacionadas con la transmisión sináptica), no se 

encontró alterada la función mitocondrial a pesar de la forma hinchada de la 

mitocondria, por lo tanto, fue sorprendente encontrar que el efecto neuroprotector del 

DHA no estaba relacionado con los cambios en la función mitocondrial. 

 La administración del DHA en éste estudio, evitó claramente la disminución en 

la expresión de -tubulina, lo que indica su capacidad para prevenir la 

desestabilización de los microtúbulos, de manera similar se observó en trabajos 

previos (Wang y cols., 2010). 
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 Por último, la rotenona generó disminución en la expresión de la sinaptofisina, 

y esta disminución se previno con la administración del DHA. En otros estudios se ha 

documentado una disminución similar de la sinaptofisina después de la infusión 

intracraneal de rotenona (Norazit y cols., 2010) o la administración de MPTP (Cao y 

cols., 2016), lo que sugiere que esta disminución es un sello distintivo de la EP. Sin 

embargo, la evidencia en general sigue siendo no consistente. Los estudios 

postmortem no revelan una diferencia significativa en la expresión de la sinaptofisina 

entre los pacientes con EP y los controles (Girault y cols., 1989), pero los estudios de 

neuroimagen revelan que las disfunciones sinápticas del CE en la etapa temprana 

precede a la neurodegeneración, dado que la neurodegeneración en la EP temprana 

es más grave en las terminales nerviosas y axones de la DA que en la SNpc (Bellucci 

y cols., 2017). En los modelos experimentales de EP, la pérdida de sinaptofisina se 

evita constantemente por varios agentes neuroprotectores (Cao y cols., 2016; Shin y 

cols., 2016). Debido a que el DHA puede mejorar la expresión de la sinaptofisina 

(Hashimoto y cols., 2017; Bate y cols., 2010) y detener su disminución, esto hace 

que el DHA sea un candidato potencial para modificar el curso de la EP en las etapas 

iniciales. 
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8. CONCLUSIONES 

 

A partir de este trabajo podemos concluir:  

 

1. La administración de rotenona no indujo disfunción mitocondrial 

2. La rotenona genero desestabilización de los microtúbulos y se encontró pérdida 

de densidad sináptica. 

3. El pretratamiento de DHA mostró efecto neuroprotector: 

a) al prevenir el daño motor  

b) disminuir las alteraciones morfológicas y de ultraestructura mitocondrial  

c) prevenir la disminución en la expresión de tubulina y sinaptofisina, ambas 

proteínas relacionadas con la transmisión sináptica 
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9. PERSPECTIVAS 

 

1. Diseñar experimentos que permitan describir los mecanismos involucrados en 

el efecto neuroprotector del DHA, particularmente como modula los niveles de 

tubulina y de sinaptofisina. 

2. Conocer en que linaje celular la rotenona específicamente disminuye la 

tubulina y sinaptofisina  
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4Departamento de Salud Bucal, Centro Nacional de Programas Preventivo y Control de Enfermedades, 11800 México, DF, Mexico
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Ginkgo biloba extracts have long been used in Chinese traditional medicine for hundreds of years. The most significant extract
obtained from Ginkgo biloba leaves has been EGb 761, a widely used phytopharmaceutical product in Europe. EGb 761 is a well-
defined mixture of active compounds, which contains two main active substances: flavonoid glycosides (24–26%) and terpene
lactones (6–8%).These compounds have shown antiapoptotic effects through the protection of mitochondrial membrane integrity,
inhibition of mitochondrial cytochrome c release, enhancement of antiapoptotic protein transcription, and reduction of caspase
transcription and DNA fragmentation. Other effects include the reduction of oxidative stress (which has been related to the
occurrence of vascular, degenerative, and proliferative diseases), coupled to strong induction of phase II-detoxifying and cellular
defense enzymes by Nrf2/ARE activation, in addition to the modulation of transcription factors, such as CREB, HIF-1𝛼, NF-𝜅B,
AP-1, and p53, involved in the apoptosis process.This work reviews experimental results about the antiapoptotic effects induced by
the standardized extract of Ginkgo biloba leaves (EGb 761).

1. Introduction

Programmed cell death is a key cellular process in the devel-
opment and maintenance of tissue homeostasis. Its function
is to eliminate superfluous, damaged, infected, or trans-
formed cells. This type of cell death, also known as apoptosis,
was first described by Vogt in 1842, who discovered that some
cells were morphologically different. In 1972, Kerr et al. [1]
coined the word apoptosis from the Greek for “dropping
off” of petals or leaves from plants or trees; in this way,
they described the intrinsic mechanism of programmed cell
suicide observed in normal hepatocyte replacement. These

authors were the first to distinguish between the morphology
of cell death caused by apoptosis and that produced by
necrosis.

The processes of apoptosis and necrosis differ in that, in
the latter, cell death is due to physical, thermal, or ischemic
stimuli that produce swelling of the cell and mitochondria
and rupture of the membrane and organelles, as well as
damage to the cytoskeleton and nucleus, which eventually
leads to cell death [2]. In contrast, apoptosis is characterized
by persistence of membrane integrity until the final phases
of the death process when the membrane starts to shrink
as the cell volume diminishes. In the meantime, lysosomal
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content remains intact, cell fragmentation continues, and
apoptotic bodies are formed; these are small membrane-
associated vesicles that are phagocytized by neighboring cells.

The distinctive feature of apoptosis is DNA fragmenta-
tion. The morphologic and biochemical processes of apopto-
sis are mainly mediated by death effectors, such as proteases,
which lead to nuclear and cellular fragmentation. Before
these death effector pathways are activated, the life/death
balance of the cell is modulated by a complex interaction
between the different death effectors. When this balance tilts
towards apoptosis, the cell death effectors start to act [2].

The present review discusses the regulatory effects of the
proteins that participate in apoptosis. Firstly, the apoptotic
pathways and the proteins that were involved in each will
be described. Subsequently, the relevant characteristics of
the Ginkgo biloba leaf extract (EGb 761) will be explained.
Lastly, studies on the antiapoptotic function of EGb 761 will
be analyzed.

2. Pathways Leading to Apoptosis Activation

The molecular mechanisms of apoptosis (cascade of events
starting at the cell surface up to the final changes in the
nucleus) have not been totally clarified; however, several key
proteins are implicated in the regulation of programmed cell
death [3, 4]. Two main pathways have been described that
lead to apoptosis: the extrinsic or death receptor pathway
and the intrinsic or mitochondrial pathway [5–7]. Recently,
evidence has been found that in certain types of cells the two
pathways converge [6]. The mechanisms of apoptotic death,
both intracellular and extracellular, combine to activate a
group of proteases named caspases, specific for aspartates and
cysteines. These are present as inactive proteins in live cells
and are activated by proteolysis [8]. Initiator caspases are able
to activate effector caspases or to amplify the signal, augment-
ing their own activation [9], leading to cell death [8, 10].

2.1. Extrinsic Pathway. Theextrinsic pathway of programmed
cell death requires the activation of membrane receptors [5].
These cell death receptors belong to the genic superfamily of
receptors of the tumor necrosis factor (TNFR) and are charac-
terized by a cysteine-rich extracellular domain and a homol-
ogous cytoplasmic sequence named death domain (DD).

2.1.1. Fas Receptor. The Fas receptor (also known as cytotoxi-
city-dependent protein, CD-95, or Apo-1) is a surface mem-
brane protein of the death receptor superfamily, named
tumor necrosis factor/nerve growth factor (TNF/NGF) [11–
15]. It is abundantly expressed in several cells [12] including
neurons [16, 17] and plays an important role in apoptosis [18].
Fas is a type I membrane protein with two N-glycosylation
sites in the extracellular domain, a cysteine-rich region where
the ligand binds and an intracellular death domain close to
the carboxyl terminal [12, 15, 19].

2.1.2. FasL (FAS Receptor Ligand). FasL belongs to the genic
family of the tumor necrosis factor (TNF); it is a type
II homotrimeric cell-surface glycoprotein with molecular

weight of approximately 40 kDa, a cytoplasm-oriented N-
terminal and an extracellularly oriented C-terminal [20].
After Fas receptor activation by its ligand, the protein forms
microaggregates with the death domains of the Fas receptor.
This involves recruitment of a cytoplasmic adaptor cell, which
also contains a Fas-associated death domain (FADD).

2.1.3. FADD. TheFADDprotein presents a single serine pho-
sphorylation site (Ser 194 for human and Ser 191 for mouse),
which is essential for other cell functions: cell cycle regula-
tion, survival, and proliferation in some cell types [21, 22].
The amino terminal of FADD is named death effector domain
(DED) and recruits procaspase-8. The dimerization of this
procaspase brings about its autoactivation, which leads to the
mature form of the protein and the consequent onset of the
apoptotic cascade.The transducer FADDprotein is expressed
in cytoplasm and in the nucleus [23]. After binding to the
Fas receptor, the cytoplasmic protein is rapidly recruited to
the cytoplasmic membrane where, together with the receptor
and procaspase-8, it forms the death-inducing signaling
complex (DISC) [24, 25]. Later, procaspase-8 autolytically
splits producing caspase-8 (active forma), which, in turn,
cleaves and activates a cascade of effector caspases (caspase-
3).This provokes fragmentation of numerous substrates until
cell death ensues [18]. Cell death induced by Fas in the
nervous system [26] shares the same basic mechanisms as
described for peripheral cells [4].

Once caspase-8 has been activated, it has two possibilities:
to activate the previously described caspase cascade or to act
on amember of the Bcl-2 protein family named Bid.The pro-
teins of the Bcl-2 family are grouped into three subfamilies:
the antiapoptotic proteins (Bcl-2, Bcl-XI, Mcl-1, and others);
the multidomain-type proapoptotic protein family (Bax and
Bak); and the BH3-type proapoptotic proteins (Bid, Bim, Bad,
and others).The truncated form of Bidmay translocate to the
mitochondria where it activates the mitochondrial pathway
by a mechanism yet to be clarified. At this point, the extrinsic
and intrinsic pathways converge [27].

2.2. Intrinsic Pathway (Mitochondrial Pathway). A pathway,
independent of the death receptors, is the mitochondrial
apoptosis (intrinsic pathway) [4, 28, 29]. This pathway is
mediated by stimuli such as chemotherapeutic agents, UV
radiation, stress molecules (reactive oxygen and nitrogen
species), oncogenes, hypoxia, and survival factor deprivation,
which induce the activity of the p53 protein [26–28]. This
pathway can also be activated by death receptors to amplify
the apoptosis-inducing signal [30].

Proteins of the Bcl-2 family are involved in control
of apoptosis and participate as activators or inhibitors of
cell death [27]. Bcl-2 is an oncoprotein of 26 kDa, mainly
localized in the internal mitochondrial membrane. A neu-
roprotective role, opposite to apoptotic cell death, has also
been attributed to it [31], probably by preventing the release of
cytochrome c (induced by Bax) and the subsequent activation
of effector caspases [4, 27, 32]. Once cytochrome c (cyt c) has
been released from mitochondria, an apoptosome is formed
by the assembly of the apoptotic protease activation factor
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(Apaf-1) with procaspase-9.TheApaf-1 factor is a cytoplasmic
monomer of 130 kDa that contains a caspase recruiting
domain [33]. Procaspase-9 recruitment byApaf-1 through the
so-called caspase recruitment domain (CARD) requires ATP.
Later, procaspase-9 automatically cleaves producing active
caspase-9, which, in turn, activates other caspases (caspase-
3, -6, and -7) and provokes fragmentation of other substrates
and cell death. The release of cyt c from mitochondria to
the cytoplasm is an important regulating step in caspase
activation; it activates Apaf-1 and interrupts the electron
transference chain reducing energy production, thus increas-
ing reactive oxygen species (ROS) [34].

3. Ginkgo biloba and EGb 761

Some herbal products have attracted interest in the so-called
alternative treatments; among them, Ginkgo biloba is one of
the most extensively studied. The tree has been present for
some 250 million years; it is therefore considered a living
fossil. The word ginkgo derives from the Chinese Yin-kuo
for golden apricot; biloba refers to the bilobular morphology
of the leaves [35]. In China, its leaves were considered
medicinal as far back as 2800 B.C; infusions were prepared
for the treatment of asthma and bronchitis [36]. During
the past decade, evidence has been gathered suggesting that
concentrates and purified extracts of Ginkgo biloba leaves
promote protection fromneuronal and vascular damage [36].

Various extracts from Ginkgo biloba leaves have been
prepared; one of them is called EGb 761. This extract is a
well-defined and standardized mixture and has been used
for treatment of brain disorders (including dementia), neu-
rosensory syndromes, peripheral blood flow disorders, and
cerebral insufficiency [37]. The latter is defined as the
set of hemodynamic disturbances in the arterial system,
manifesting as impaired circulatory flow, causing a number
of different clinical manifestations depending on the brain
regions affected. Symptoms include localized pain in a brain
artery, dizziness and balance disorder, optical disorders that
can range from simple blurred vision to oculomotor paralysis
transient bilateral, recurrent headaches, syncope, fainting,
and waking disorders. This disease stands out as the most
common cause of disability in adult people in Germany
having a very high incidence (250 cases per 100,000 pop-
ulation per year) [38]. Therefore, in 1965, the German Dr.
Willmar Schwabe characterized the pharmacological activity
of Ginkgo biloba and registered it for therapeutic use as
EGb 761. In 1978, the product was commercialized under the
name Tebonin 761 as a 40mg oral formulation, and in 1982,
Schwabe himself commercialized Tebonin forte, an 80mg
oral formulation [39].

The EGb 761 consists of a mixture of active compounds
obtained by multiple extractions. Its effects on vestibular
disorders, sexual dysfunction induced by antidepressants,
traumatic brain injury, and hypertension have been explored
[35]. It has been found to show protective effects against
hypoxia, to inhibit platelet-aggregation factor (PAF), to
increase blood rheology, and reduce capillary permeability.
The therapeutic effect of EGb 761 is attributed to the whole of

its constituents [35]. However, select constituents have been
identified as mediating a variety of more specific effects.

3.1. Chemical Composition of EGb 761. TheGingko biloba tree
is composed of amino acids, sugars, polysaccharides, organic
acids, inositols, and sterols among other constituents. The
active principles are compounds with different chemical
structure: flavonoids, present in approximately 26%,
terpenoids, 6-7%, and organic acids in minor quantities
(Figure 1) [35].

Flavonoids, also known as phenylbenzopyrones or phe-
nylchromones, are a group of substances of low molecu-
lar weight broadly distributed in the plant kingdom. The
flavonoids present in EGb 761 are flavones, flavonols, tannins,
biflavones (amentoflavones, bilobentol, 5-metoxibilobetol,
ginkgetin, isoquingetin and ciadopitysin), quercetin gluco-
sides, and kaempferol [36]. These compounds act as antiox-
idants/free radical scavengers, enzyme inhibitors, and cation
chelating agents [38]. In general, flavonoids show low
bioavailability because they are poorly absorbed by the intes-
tine in their glycosylated form and are rapidly eliminated.
They are absorbed only when presented as aglycones [40].
Nonabsorbed flavonoids that reach the colon are subject to
bacterial enzyme degradation; then, the metabolites may be
absorbed. Once absorbed, flavonoids are metabolized in the
liver into their conjugated derivatives [41]. EGb 761 also
contains terpenoids, which are nonsaponifiable lipids of the
cyclic ester type (lactones). Two types of terpenoids are
present in the extract: ginkgolides and bilobalides [42]. The
ginkgolides are classified into 5 types: A, B, C, J, andM. Types
A, B, and C are present in 3.1% of the total extract of the
Gingko biloba leaf. Bilobalide is a sesquiterpene trilactone
present in 2.9% of the total extract [41].

The polyvalent action of EGb 761 is responsible for the
efficacy in the treatment of clinical disorders of multifactorial
origin [42]. The multiple effects of EGb 761 on different
therapeutic targets are due to the synergistic activity of its
constituents, their additive effect, and even their antagonis-
tic interactions [41]. The ginkgolides are PAF antagonists
and able to reduce platelet activation and aggregation, and
therefore having the potential to improve blood circulation.
Bilobalide can reduce cerebral edema and damage from
cerebral ischemia. The antioxidant effect of the flavonoid
fraction may be achieved by direct attenuation of ROS,
chelation of prooxidant transitional metal ions, expression
of antioxidant proteins like superoxide dismutase (SOD), or
the increase in antioxidant metabolites such as glutathione.
Therefore, the flavonoids react preferentially with hydroxyl
radicals (OH∙) and directly scavenge them [41].

4. Antiapoptotic Effects of EGb 761

EGb 761 has shown antiapoptotic effects in diverse tissues
associatedwith variousmultifactorial and synergistic actions.
Among these are reduction in the number of apoptotic cells,
maintaining of the mitochondrial integrity, inhibition of cyt
c release from the mitochondria, increase in antiapoptotic
protein Bcl-2 transcription rate, and decrease in caspase
transcription rate and DNA fragmentation.
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Figure 1: Chemical structures that represent some EGb 761 constituents (taken from [35]).

4.1. Reduction in the Number of Apoptotic Cells. The pro-
tective and recuperative effects of EGb 761 on different cell
types have been demonstrated in animal models. Ergun
et al. [43] showed death inhibition by EGb 761 at a dose
of 150𝜇g/mL in human lymphocytes exposed to gossypol,
a toxin that causes cell death via apoptosis. Similar results
have been observed in thymus cells pretreated with EGb 761
(100 𝜇g/mL) and then exposed to ferrous sulfate in hydrogen
peroxide (H

2

O
2

) [44]. In addition, in lymphocytes isolated
from spleen of aged mice treated with 100mg/Kg EGb 761
for 2 weeks, less susceptibility to ROS-induced apoptosis was
found [45]. In the peripheral nervous system, posttreatment
with EGb 761 (100mg/kg) decreased the number of apoptotic
cells in injured rat spinal cord [46]. In central nervous system,
treatment with EGb 761 (40mg/kg) reduced neuronal death
in the substantia nigra pars compacta from an experimental
model of Parkinson’s disease [47].

4.2. Mitochondrial Preservation. Mitochondria play a key
role in apoptosis; changes in its structure and function
develop when free radicals accumulate [48]. Reduction of
the mitochondrial membrane potential triggers the intrinsic
pathway of apoptosis. In a model of ageing in rats, treatment
with 100mg/kg EGb 761 prevented morphological changes
and diminished oxidative stress in liver and brain mitochon-
dria [49]. Flavonoids, which are components of EGb 761,
prevent lipid peroxidation as they interact with molecules of
the lipid bilayer, contributing to the stability and functionality
of themitochondrial membrane [50]. Pretreatment with EGb
761 (200𝜇g/mL) of PC12 cells preserves the mitochondrial
membrane potential, allowing increasedATP production and

preventing the damage caused by oxidative stress [51]. In
the nervous system of adult animals, the administration of
EGb 761 increases mitochondrial ATP content [52, 53].

4.3. Regulation of cyt c, Bax, Bcl-2, and Apaf-1 Expression.
As described previously, the release of cyt c into the cyto-
plasm triggers apoptosis via the caspase-9 pathway. However,
other alternatives have been recently described to explain
apoptosis generated by mitochondria. For example, it has
been proposed that cyt c is released instantly prior to the
transitory opening of the permeability pore and to the loss
of membrane potential. Moreover, Bax may promote this
cyt c release without involving the pore. In a healthy cell,
the external mitochondrial membrane expresses Bcl-2 on the
surface, which binds to Apaf-1, which is kept inactivated. Any
alteration at the internal equilibrium of the cell, for example
the accumulation of ROS, causes mitochondrial cyt c release.
In turn, Bcl-2 liberates Apaf-1 that then binds to cyt c [31, 34].
EGb 761 administration decreases the expression or activa-
tion of the proteins that participate in the apoptotic signaling
cascade of the intrinsic pathway. For example, cell death is
induced by release of mitochondrial cyt c in testicles and
heart of rats when doxorubicin is administered. Pretreatment
with EGb 761 prevents the release of cyt c and activation of
p53 and Apaf-1, thus acting against doxorubicin [54, 55]. The
effects of EGb 761 on Bax and Bcl-2 have been studied using
various experimental models that generate neuronal toxicity.
Pretreatment with EGb 761 (100 𝜇g/mL) increased Bcl-2
mRNA expression in cerebellum cells incubated with OH∙
[56]. A neuroprotective effect obtained by an increase in Bcl-
2 expression has also been reported in PC12 cells damaged
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by staurosporine [57]. EGb 761 administrations diminish Bax
expression in the hippocampus of rats suffering from accel-
erated senescence [58]. Jiang et al. [59] observed a protective
effect of EGb 761 in apoptotic spinal cord neurons exposed
to oxidative stress; the antiapoptotic effect was caused by
regulation of Bcl-2 and Bax expression. The protective effect
of EGb 761 against paraquat-induced cell death in PC12 cells
is partially due to an increase in Bcl-2 expression [60]. Studies
on a focal ischemia model have shown that EGb 761 reduces
the amount of Bax in cerebral cortex, increasing the amount
of Bcl-2 [61]. Also, administration of EGb 761 during 5 days
inhibits Bax activity in diverse brain regions when global
ischemia is applied to mice with accelerated senescence [62].
As a whole, these studies show that EGb 761 increases the
expression of Bcl-2 and inhibits the expression of Bax when
there is a cellular damage.

4.4. Caspase Activity. EGb 761 treatment inhibits the activity
of different caspases involved in both the intrinsic and the
extrinsic pathway. Posttreatment with EGb 761 inhibited
caspase-9 activity in six brain regions of mouse following
global ischemia in senescence-accelerated mice [62]. In
agreement, 1mg/mL EGb 761 prevented the increase in the
activity of caspases-3 and -9 in bone-marrow mesenchymal
stem cells cultured under hypoxic conditions [63]. Also,
in cultures of rat cortical neurons incubated with 200 nM
staurosporine to induce apoptosis, EGb 761 inhibited caspase-
3 activity [64]. The inhibitory action of EGb 761 on caspase-
3 activity has been reported in different apoptosis models
[51, 60, 65, 66]. These studies evidence the inhibiting effect
of EGb 761 on caspases of both the intrinsic and the extrinsic
pathways.

4.5. DNA Fragmentation. In the process of apoptosis, one
phase involves the degradation of proteins and nucleic acids.
DNA is fragmented by endonucleases [1]. In endothelial
lung cells incubated with 100 𝜇g/mL EGb 761 and exposed
to cigarette smoke, the DNA fragmentation was diminished
[66]. Similar effects were found in cells exposed to paraquat;
DNA fragmentation was reduced by pretreatment with EGb
761 at doses of 10, 20, and 40 𝜇g/mL [60]. Furthermore, in
cerebellum granular cells, EGb 761 has shown a neuroprotec-
tive effect in the DNA fragmentation caused by OH∙ [56].

5. Antiapoptotic Mechanisms from EGb 761

Defects in the physiological pathways of apoptosis, leading
to defective cell survival, are thought to be involved in
several major diseases for which therapy is lacking [67].
Oxidative stress has been widely implicated in neuronal
death associated with chronic neurodegenerative diseases
like Alzheimer’s, Parkinson’s, and Huntington’s diseases or
amyotrophic lateral sclerosis [68]. Oxidative stress is caused
by an enhanced production of ROS and reactive nitrogen
species (RNS), including superoxide anion (O

2

∙−), OH∙, per-
oxyl radical (ROO∙), alkoxy radical (RO∙), and peroxynitrite
anion (ONOO−), as well as nonradical species such as singlet
oxygen (1O

2

), ozone (O
3

), and H
2

O
2

[69, 70]. The main

source of cellular ROS is the mitochondria electron transport
chain, located in mitochondria, through which continuous
aerobic respiration generates O

2

∙− [70]. The moderately
reactive O

2

∙− is the substrate for SOD enzymes, yielding
H
2

O
2

, which in turn is the precursor of the highly toxic HO∙,
which was generated in the presence of reduced iron (Fe2+)
or copper (Cu2+) through Fenton reaction. In addition of
mitochondrial electron transport chain, low levels of ROS are
produced by membrane-localized NADPH oxidase enzymes,
peroxisomes, and the cytochrome P450 system [71, 72]. At
low levels, ROS participate in cellular signaling; however,
at high levels, ROS can cause irreversible oxidative damage
to lipids, proteins, and DNA, which induce apoptosis in
a variety of cell types [73]. Other mechanisms have been
proposed for ROS-induction apoptosis. As reported byWang
et al. [74], when there is an increase of H

2

O
2

, it can
cause apoptosis by upregulating Fas-FasL system (extrinsic
pathway of apoptosis). H

2

O
2

could also disrupt the mito-
chondrial membrane potential thereby leading to the release
of proapoptotic components present in the mitochondria. In
addition, it activates several transcriptional factors such as
NF-𝜅B, AP-1, and p53 and causes them to translocate into
the nucleus. They could drive the expression of proapoptotic
genes and also the inhibitors of survival-related genes [75,
76]. Complex antioxidant defense mechanisms have evolved
to protect cells from oxidative injury, including enzymatic
and nonenzymatic systems. Antioxidant enzymes include
catalase, SOD, and glutathione peroxidase (GPx) [77, 78].

5.1. Antioxidant Properties of EGb 761. Theflavonoid fraction
(quercetin, kaempferol, and isorhamnetin glycosides) and
terpenoid fraction (ginkgolides and bilobalides) constituents
of EGb 761 inhibit apoptosis by its effect as antioxidants [79–
82]. These latter compounds may act directly “scavenging”
free radicals such as superoxide anion radical (O

2

∙−), OH∙,
peroxyl radical, and related ROS like H

2

O
2

and oxoferryl
species. Jiang et al. [59] reported that EGb 761 protects against
H
2

O
2

-induced death through inhibition of intracellular ROS
production and modulation of apoptotic regulating genes
(increased Bcl-2 and decreased Bax), suggesting that oxida-
tive stress directly induces apoptosis and that EGb 761, a
powerful antioxidant agent, can effectively protect the cell
from apoptosis induced by oxidative stress. H

2

O
2

reduces
Bcl-2 gene expression and tends to increase Bax expression.
Bcl-2, as an antioxidant, prevents ROS accumulation and
other subsequent events such as mitochondrial membrane
depolarization, Bax relocalization, cyt c release, caspase
activation, and nuclear fragmentation [83]. The antioxidant
action of EGb 761 is due mainly to the flavonoid fraction
effective against superoxide anion, O

2

∙−, OH∙, and peroxyl
radicals [82, 84]. Flavonoids also prevent lipid peroxidation in
membranes, particularly owing to their ability to interactwith
and penetrate the lipid bilayers [50]. The terpenoid fraction
has been found to have antioxidant effects in a model of
neurodegeneration [85]. The protective effects of terpenes
appear to involve inhibition of free radical formation [86],
increasing intracellular levels of enzymatic antioxidants, such
as SOD and catalase [87].
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5.2. Influence of EGb 761 on Gene Expression. Functional
and genomic studies reveal that EGb 761 upregulates and
downregulates various signaling pathways as well as the
transcription of some genes.These events may increase stress
resistance and stabilize the cellular redox state in living organ-
isms [40, 88, 89]. Bilobalide upregulates two mitochondrial
DNA-encoded genes: subunit III of cytochrome c oxidase
(complex IV) and subunit ND1 of NADH dehydrogenase
(complex I) of the respiratory chain, indicating a fundamental
mechanism that may underline EGb 761 induced neuropro-
tection [90, 91]. Enhancement of the respiratory control ratio,
improving ATP synthesis, and preserving the mitochondrial
outer membrane integrity prevent cyt c release, thereby
blocking the formation of the apoptosome and the apoptotic
caspase cascade [89]. Tendi et al. [91] suggest that EGb
761 and bilobalide might indirectly increase ND1 transcrip-
tion by modulating the expression and/or the binding of
transcription factors in the promoters of genes involved in
mitochondrial transcription. In addition, both flavonoid and
terpenoid constituents of EGb 761 decrease the expression of
iNOS, whichmight oppose the deleterious effects of excessive
production of NO∙ [92], which inhibit the complex I of
respiratory chain by S-nitrosation, tyrosine nitration, and
damage to FeS centers [93] and could increase Bax expression
and decrease Bcl-2 expression subsequently leading to neural
death [94]. Mak et al. [58] have suggested that EGb 761
protects the hippocampus from neural death by reducing the
NO∙ levels through changes in Bax to Bcl-2 expression ratio.
EGb 761 also increases the transcription of antiapoptotic Bcl-
2-like protein inhibiting the proapoptotic factor Bax [59] and
attenuates the transcription of proapoptotic genes, such as
Fas, Bax and Bcl-xs, and caspase-7, -8, and -12 [57, 95]. Thus,
the regulation of gene expression of proteins of the Bcl-2
family during brain injury could be relevant to explain the
beneficial effects of EGb 761 extract in treating AD, as well as
its possible benefits for treating other neurodegenerative and
ischemic disorders of the nervous systemwhose pathogenesis
involves oxidative stress and apoptosis.

6. Molecular Targets of EGb 761

The ability of EGb 761 to induce expression of genes affects
apoptosis through NRF2 and also modulates transcription
factors such as CREB, HIF-1𝛼, NF-𝜅B, AP-1, and p53.

6.1. Nrf2. Nuclear transcription factor E
2

-related factor-2
(Nrf2) plays an important role in detoxification from car-
cinogenic agents and in the modulation of the antioxidant
cell defense system. In normal conditions, Nrf2 is local-
ized in the cell cytoplasm, forming a complex with the
inhibitory protein Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein
1) [96]. However, oxidative stress leads to dissociation of
Nrf2 from Keap1, thereby rescuing Nrf2 from proteaso-
mal degradation and inducing its translocation into the
nucleus where, together with other transcription factors, it
binds to ARE to regulate the expression of target genes
[97–100]. For example, NAD(P)H:quinone oxidoreductase-
1 (NQO1), SOD, GPx, heme oxygenase-1 (HO-1), catalase,
thioredoxin (Tx1), 𝛾-glutamyl-cysteinyl-synthase (𝛾-GCS),

glutamate cysteine ligase catalytic subunit (GCLC), and
glutathione-S-transferase subunit-P1 (GST-P1). Besides, Nrf2
also shows antiinflammatory effects [96, 97].

EGb 761 upregulates the expression of genes (and their
respective protein products) that encodes antioxidant enzy-
mes such asmitochondrial SOD,GPx,GCLC, andHO-1 [101–
105]. HO-1, a heat shock protein of 32 kDa, degrades proox-
idant free heme to iron, carbon monoxide (CO), and bili-
verdin which is reduced to bilirubin (BR); both are direct
antioxidants [106]. Also, the induction ofHO-1 increase levels
of the antiapoptotic phosphorylates Akt and Bcl-xl [107].
Hsu et al. [66] have shown that EGb 761 confers protection
from oxidative stress-related apoptosis induced by cigarette
smoke extracts in human lung endothelial cells. This effect
depends on transcriptional upregulation of HO-1 by EGb
761 via activation of MAPKs such as JNK, ERK, and p38 as
well as nuclear translocation of Nrf2. Polyphenols including
epigallocatechin-3-gallate, quercetin, and resveratrol, upreg-
ulateHO-1 viaMAPKs/Nrf2 pathway [108–110]. Additionally,
EGb 761 increases mRNA and protein levels of GST-P1
and NQO1 in vitro through the Nrf2-Keap1-ARE signaling
pathway [111]. Liu et al. suggest that EGb 761 may have dual
effects on Keap1; first, EGb 761 interacts with keap1 (or Nrf2)
to dissociate the Nrf2-Keap1 complex, facilitating the release
and nuclear translocation of Nrf2; second, EGb 761 reduced
expression or enhanced degradation of Keap1 enables Nrf2
nuclear translocation.

Phase 2 gene inducers react muchmore avidly with Keap1
than with Nrf2; both contain multiple cysteine residues,
which react with phase 2 inducers [98]. Wakabayashi et al.
[112] have suggested that the cysteines C273 and C288 in
the intervening region of keap1 may sequester one molecule
of Nrf2 between two DGR domains in the cytosol and
ensure its rapid turnover by targeting it for proteasomal
degradation. Upon exposure to inducers, the reactive C273
and C288 residues form an intermolecular disulfide bond,
covalently linking two monomers of Keap1 and changing
its conformation accordingly. The DGR domains are then
separated to release Nrf2, which translocates to the nucleus,
activating the expression of phase 2 genes.

6.2. CREB. cAMP responsive element binding protein
(CREB) is a transcription factor with multiple functions [113]
believed to play a key role in cell survival. Reportedly, CREB
mediates the expression of several neuroprotective proteins,
including Bcl-2 and BNDF [114]. CREB is phosphorylated
by several different proteins, including Akt, (PKA protein
kinaseA), (PKCprotein kinaseC), (CSNKcasein kinase), and
(CaMKs calmodulin kinases) [115]. Phosphorylation by these
kinases can either increase or decrease the activity of CREB.
Smith et al. [57] has reported, by microarray assay, an upreg-
ulation of Bcl-2 in the neuronal cells treated with EGb 761,
suggesting that it would be mediated via CREB activation.
EGb 761 increases CREB phosphorylation via the activation
of Akt, releasing BNDF and consequently protecting the
neurons injured by ischemia [116]. Similarly, EGb 761 restored
impaired phosphorylation of CREB and brain-derived neu-
rotrophic factor (BDNF) expression in 𝛽-amyloid-expressing
neuroblastoma cells enhancing hippocampal neurogenesis
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and phosphorylation of CREB in a transgenic mouse model
of Alzheimer’s disease (AD) [117, 118]. These studies suggest
that flavonoids, the major active constitutes of EGb 761, may
upregulate the CREB-BDNF pathway.

Quercetin and kaempferol, flavonols extracted from
leaves of ginkgo, improve impaired neuroplasticity in trans-
genic cortical neurons and hippocampus of transgenic mice
upregulating the CREB-BDNF signaling pathway and might
represent a potential treatment for AD [119]. Bilobalide
and quercetin increased significantly cell proliferation in
hippocampal neurons in a dose-dependent manner and
enhanced phosphorylation of CREB, elevating the contents
of pCREB and BNDF in brain of mice [120]. Furthermore,
inhibitors of upstream signaling pathways ofCREB, including
protein kinase C, ERK, ribosomal S6 kinase (RSK) 90, and
nitric oxide pathway differentially blocked the effects of the
individual components of EGb 761, ginkgolide C, quercetin,
and bilobalide. These results suggest diverse effects of the
EGb 761 individual components and provide direct insights
about themechanisms underlying the effect of EGb 761 in the
enhancement of the cognitive performance of AD patients
[118].

6.3. HIF-1. Thehypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) transcrip-
tion factor is a heterodimer composed by the oxygen-
regulated HIF-𝛼 subunit and the constitutively expressed
HIF-1𝛽 subunits. Three isoforms of the 𝛼-subunits (HIF1𝛼,
HIF2𝛼, andHIF3𝛼) and two isoforms of the𝛽-subunits (HIF-
1𝛽 and HIF-2𝛽) are known to be involved in the in vivo
response to hypoxia [121–123]. Under aerobic conditions,
HIF-1𝛼 is hydroxylated by specific PHDs (prolyl hydroxy-
lases) in its oxygen-dependent degradation domain (ODD);
it binds subsequently and is degraded by the von Hippel-
Lindau protein (pVHL) leading to HIF-1𝛼 ubiquitination and
degradation by the 26S proteasome [121, 124]. Under hypoxic
conditions, PHDs lose their activity, which prevents hydrox-
ylation and subsequent pVHL binding. This results in the
stability ofHIF-𝛼, nuclear translocation, and heterodimeriza-
tionwithHIF-1𝛽 and binds at specificDNA sequences known
as hypoxia-response elements (HREs) of target genes [125]
involved in crucial physiological functions including angio-
genesis (VEGF and transforming growth factor-𝛽3: TGF-𝛽3),
cell survival (insulin-like growth factor 2: IGF2), transform-
ing growth factor 𝛼: TGF𝛼), and glucose metabolism (hex-
okinase 1: HK1; glucose transporter 1: GLUT1; and enolase 1:
ENO1) [125, 126].The proteins encoded by these genes medi-
ate adaptive physiological responses such as angiogenesis and
glycolysis that either serve to increase O

2

delivery or allow
metabolic adaptation to reduced O

2

availability [125].
When HIF-1 is activated by hypoxia, it could play an

antiapoptotic role by its ability to prompt anaerobic glycolytic
metabolism, or expression of antiapoptotic proteins, such as
Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1, BNIP-3, VEGF, enolase, and erythropoi-
etin, or downregulation of proapoptotic proteins such as Bid,
Bax, Bak, TRAIL-R1, PAF, and caspases-3, -9, and -8 [127–
129].

Under hypoxic conditions, EGb 761 has shown neuro-
protective effects in different experiments in vivo and in
vitro [130–135]. The nonflavone fraction is responsible for

the antihypoxic activity of EGb 761 [134, 135]. Zhu et al.
[136] reported that ginkgolides, the main constituent of the
nonflavone fraction of EGb 761, have a significant protective
role against chemical and physical hypoxia-induced injury
in neurons and PC12 cells; ginkgolides could significantly
increase the expression of HIF-1𝛼 mRNA and protein,
increasing the expression of erythropoietin protein and the
cell viability and simultaneously decreasing the release of
LDH in hypoxic neurons. Furthermore, they demonstrated
that ginkgolides could induce a significant increase in the
activation of the p42/p44 (ERK) MAPK pathway, which play
a key role in the upregulation of the HIF-1𝛼 expression and
enhance HIF-1 DNA binding activity, which might also be
associated with a neuroprotective role of ginkgolides under
hypoxic condition promoting the expression of the target
genes of HIF-1 [137].

6.4. NF-𝜅B. The nuclear factor-kappa B (NF-𝜅B) transcrip-
tion factor has emerged as a major regulator of programmed
cell death via apoptosis and necrosis, activated by oxidative
stress and inhibited by a variety of antioxidants [138]; NF-𝜅B
resides inactive in the cytoplasm; the most abundant form is
a heterodimer p50–p65, in which the p65 subunits contain
the transcriptional activation domain [139]. In unstimulated
cells, NF-𝜅B is retained in the cytoplasm through the binding
of a family of inhibitors I𝜅B (I𝜅B𝛼, I𝜅B𝛽, and I𝜅B𝛾) [140].
Activation of NF-𝜅B requires sequential phosphorylation of
I𝜅B by I𝜅B kinase (IKK𝛼 or IKK𝛽), ubiquitination, and
degradation by the proteasome, followed by the translocation
de p50–p65 to the nucleus andbinding to the specific𝜅BDNA
consensus sequence in the enhancer region of a variety of 𝜅B-
responsive proapoptotic-genes, such as the death receptor Fas
(CD95), TRAIL receptors DR4, DR5, and DR6, the death-
inducing ligands FasL, TNF𝛼 and TRAIL, tumor suppressor
p53, the proapoptotic protein Bax and Bcl-xs as well as
caspase-11, iNOS, and COX-2 [141–147]. NF-𝜅B signaling is
also modulated by posttranslational modifications including
reversible acetylation of the p65 subunits [148]. For example,
transcriptional activity of p65 requires acetylation of Lys
310, which can be deacetylated by SIRT1, a class III histone
deacetyltransferase [149]. It has been shown that EGb 761
reduces NO∙ and PGE2 production in a model of inflam-
mation [150], an effect possibly related with the inhibition of
NF-𝜅B activation. EGb 761 also activates SIRT1 in N2a cells,
which in turn suppresses the 𝛽-amyloid peptide mediated
NF-𝜅B activation by promoting the deacetylation of Lys 310
of subunits p65, inducing protection from the neurotoxicity
of 𝛽-amyloid [151]. Furthermore, EGb 761 inhibits ERK1/2, an
upstream signaling pathway of NF-𝜅B.The authors suggested
that as the flavonoids present in EGb 761 are well-known
antioxidants, they could scavenge H

2

O
2

and consequently
attenuate NF-𝜅B activity, since H

2

O
2

is a well-known activa-
tor of NF-𝜅B [151]. On the other hand, antioxidants inhibit
the activity of NF-𝜅B [138]. For instance, quercetin decreases
the phosphorylation of I𝜅B𝛽, which decreased the activation
of NF-𝜅B [152]. However, it has been reported that bilob-
alide blocks apoptosis of dopaminergic neurons through the
suppression of the expression of p65 protein decreasing its
nuclear translocation in rat substantia nigra [153] and that
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Table 1: Specific effects and mechanisms associated with EGb 761 administration in vivo in several models and the equivalent dosage for
human.

Dosage of EGb
761

Experimental
treatment Tissue studied

Equivalent
dose for
human∗

Effect References

Traumatic spinal cord injury

100mg/Kg i.g.
SD rats

Daily, for 1, 7,
14, and 21
days after
surgery

Spinal cord 112mg

The percentage of iNOS-positive cells and
apoptotic index of nerve cells in the EGb group
was significantly lower than that in the control
group, which suggested that EGb 761
suppressed iNOS expression and then
prevented nerve cell death

[46]

Aging

100mg/Kg in
SD rats

Daily, for 4
and 12
months

Cochlea 112mg

EGb 761 treatment significantly prevented
aging-related caspase-3/7-induced activity.
This result correlates with significant
improvement of auditory steady state

[53]

2mg/Kg in
SAMP8 mice

Daily, for 3
and 9 months

Hippocampus
and motor
cortex

1.12mg

The Bax/Bcl-2 expression ratio was
significantly decreased in the 9-month-old
hippocampus and in the 3-month-old motor
cortex as compared with the control group

[58]

100mg/kg in
NMRI mice

Daily, for 14
days Spleen 56mg The number of ROS-induced apoptotic cells

was significantly reduced in the EGb 761 group [45]

Ischemia

45mg/kg, i.v. in
SD rats

Just before
reperfusion Hippocampus 50mg

EGb 761 treatment improved behavior score
and enhanced the phosphorylations of Akt and
CREB and the expression of BDNF

[116]

100mg/Kg oral
in SAMP8 mice

Daily, 3 days
prior to

surgery and
further 4 days

after

Frontal,
parietal and
temporal

lobes, corpus
striatum,

cerebellum,
and brainstem

56mg

EGb 761 treatment significantly decreased
Bax/Bcl-2 ratios as well as caspase-9 levels in
all brain regions compared with control
animals in both young and aged mice

[62]

100mg/Kg in
SD rats

One hour
before the
onset of
MCAO

Cerebral
cortex 112mg

EGb 761 administration significantly decreased
the number of TUNEL-positive cells and the
ratio of Bcl-2 and Bax expression

[61]

100mg/Kg in
C57BLK/6 mice,
HO-1−/−
knockout.

After 1.5 and
4 h of

permanent
distal MCAO

Cerebral
cortex 56mg

Treatment with EGb 761 decreased infarct
volume and improved neurologic deficit
scores. This protective effect was lost in HO-1
knockout

[105]

100mg/Kg p.o.
in C57BLK/6
mice, HO-1−/−
knockout

Daily, for 7
days before
induction of
MCAO

Brain. 56 mg
EGb 761 improved neurobehavioral function
and decreased the infarct size. This effect was
abolished in HO-1 knockout

[104]

Cardiovascular diseases

5mg/Kg i.p. in
SD rats

Three doses:
One dose

every 2 days
for 6 days

Heart 5.6mg

EGb 761 alleviated doxorubicin-induced
cardiomyocyte apoptosis through stabilizing a
cascade of mitochondrial-signalling effectors
from p53, Bcl-2 proteins, cytochrome c, and
mitochondrial potential to caspase-3
implicating the additional counteracting action
of EGb 761 against doxorubicin apoptotic
cardiotoxicity at multiple cellular levels

[55]

50 and
100mg/Kg in
Wistar rats

Daily, for 10
and 15 days Aortic blood 56 and 112mg

EGb 761 significantly increased the levels of
polyunsaturated fatty acids in erythrocyte
membranes, especially the eicosapentaenoic
acid, and decreased the saturation index

[179]
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Table 1: Continued.

Dosage of EGb
761

Experimental
treatment Tissue studied

Equivalent
dose for
human∗

Effect References

Alzheimer’s disease

100mg/Kg p.o.
APPswe/PS1dE9
mice

Daily, for 30
days Brain. 56mg

EGb 761 treatment had no effect on the size of
existing senile plaques, but it had a
straightening effect on curved neurites,
indicating that neuronal plasticity is fast and
still active in adult animals

[180]

100mg/Kg in
C57BL/6J and
double
transgenic
TgAPP/PS1
mice

In diet for 30
days Hippocampus. 56mg EGb 761 reduced 𝛽-amyloid oligomers and

restored CREB phosphorylation [117]

100mg/kg in
SAMP8 mice

Daily, for 12
weeks

Hippocampus
and platelets 56mg

In platelets, EGb 761 protected against
mitochondrial dysfunction, evaluated as
cytochrome c oxidase activity, mitochondrial
ATP and GSH content. In hippocampi, the
protective effect of EGb 761 was observed only
in old mice

[52]

Parkinson’s disease

40mg/Kg i.p. in
C57BL/6J mice

Daily, for 18
days

Striatum and
midbrain 22.4mg

EGb 761 administration upregulates the genes
for tyrosine hydroxylase, vesicular monoamine
transporter 2, dopamine transporter,
dopamine D2 receptor, and transcription
factors Pitx3 and Nurr1

[181]

40mg/Kg i.p. in
C57BL/6J mice

Daily, for 18
days

Striatum and
substantia
nigra pars
compacta

22.4mg

EGb 761 significantly attenuated
MPTP-induced loss of striatal dopamine levels
and tyrosine hydroxylase, blockade of lipid
peroxidation, and downregulation of
Mn-superoxide dismutase activity. Also,
EGb761 improved MPTP-induced impairment
of locomotion

[47]

Diabetes
25, 50, and
100mg/kg i.p. in
Wistar rats

Daily, for 14
days Blood and liver 112, 28, and

56mg

EGb 761 attenuated the increase of
lipoperoxidation and urinary nitrite levels in
comparison with control

[182]

∗The calculations of equivalent dose for human were according to Hernandez-Lopez [183]. The standard weight taken was of 70 kg. SD: Sprague-Dawley,
MCAO: middle cerebral artery occlusion.

administration of ginkgolide B significantly suppresses gene
expression of TLR-4 and NF-𝜅B, lessens concentrations of
TNF𝛼, IL-1𝛽, and IL-6, and reduces the number of apoptotic
neuronal cells in hemorrhagic rat brain [154]. TLR4 stimu-
lates the phosphorylation and degradation of I𝜅B, resulting in
nuclear translocation of NF-𝜅B, which initiates transcription
of genes associated with apoptosis and inflammation [155,
156]. Production of proinflammatory cytokines like IL-1𝛽,
TNF𝛼, and chemokines and the expression of iNOS involve
NF-𝜅B activation, which may contribute to neuronal degen-
eration [156]. In addition, Wang et al. [157] have reported
that ginkgolides (A + B) inhibit the nuclear translocation of
p65 and downregulates the expression of NF-𝜅B target genes
such as c-myc through the inhibition of the phosphorylation
of NIK-IKK𝛼-mediated NF-𝜅B activation signaling pathway
(NIK/IKK/I𝜅B𝛼/NF-𝜅B).

6.5. AP-1. The activator protein-1 (AP-1) is a series of related
dimeric protein complexes that is composed of members
of Jun and Fos families, which responds to low levels of
oxidants resulting in AP-1/DNA binding and gene expression
that mediate diverse signaling events implicated in apopto-
sis and inflammation [158–160]. AP-1 activation is due to
the induction of JNK activity by oxidants resulting in the
phosphorylation of serine 63 and serine 73 in the c-jun
transactivation domain [161]. JNK exhibits redox-sensitive
cysteine residues and could bind to glutathione S-transferase.
In the absence of oxidative stress, JNK is associated with
glutathione S-transferase, resulting in the inhibition of JNK
activity [162]. Under oxidative stress conditions charac-
terized by H

2

O
2

overproduction, glutathione S-transferase
is dissociated from JNK, resulting in its activation [163].
Numerous studies show that the JNK-AP-1 pathway can
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Table 2: Modulation of molecular signals in apoptosis by EGb 761 and its constituents.

Compounds Target/mechanisms References

EGb 761

Reduction of the apoptotic cell death [44–46]
Reduction of Fas mRNA [57, 95]
Stabilization of mitochondrial transmembrane potential [49–51]
Enhancement of energy metabolism [61]
Increase of the antiapoptotic Bcl-2 protein [57–59, 62, 95]
Increase of mRNA of proapoptotic genes such as Bax and Bcl-xs and caspases-7, -8, and -12 [57, 62, 95]
Inhibition of cyt c release and activation of Apaf-1 [54, 55]
Reduction of caspase-9 and -3 activities [51, 60, 62, 63, 65, 66]
Prevention of nuclear DNA fragmentation [56, 60, 66, 83]
Inhibition of the production of cytokines, including TNF𝛼, IL-2, IL-4, IFN-𝛾, and PGE2 [167]
Free radical scavenging activity [50, 79–84]
Increase of Mn-SOD, GPx, GCLC, GST-P1, and NQO1 mRNA and protein [101–105, 111]
Induction of Nrf2 nuclear translocation by the increase of the degradation of Keap1 [111, 112]
Induction of CREB phosphorylation via activation of Akt, releasing BDNF [107, 116]
Activation of SIRT1 [151]
Downregulation of JNK/AP-1 signaling pathway [164, 165]
Suppression of the activation of p53 [55]

Flavone fraction

Quercetin

Increase of cell proliferation and inhibition of apoptosis [79–82]
Free radical scavenging activity [82, 84]
Inhibition of TNF𝛼 transcription [167]
Upregulation of HO-1 via the MAPKs/Nrf-2 pathway [110]
Induction of nuclear translocation of Nrf 2 [110]
Up-regulation of the CREB-BDNF pathway [120]
Decrease in IkB

𝛽

phosphorylation [152]
Inhibition of phosphorylation and activation of JNK and suppression of AP-1-DNA binding [169]
Inhibition of ERK activation [85]

Kaempferol

Inhibition of apoptosis [79–82, 184–188]
Increase of Bcl-2 protein and decrease of Bax protein. [184–188]
Inhibition of cyt c release [187, 188]
Inhibition of caspase-3 activity and internucleosomal DNA fragmentation [184, 187, 188]
Free radical scavenging activity [82, 84, 185, 186]
Inhibition of the ascorbate-dependent NADH oxidase [185]
Induction of GCLC expression and increase of glutathione level [187]
Up-regulation of HO-1 via the JNK/Nrf-2 pathway [187]
Suppression of p53 activation [188]
Inhibition of NF-kB p65 protein [189]

Isorhamnetin

Prevention of cell death and suppression of apoptosis [190]
Up-regulation of Bcl-2-related genes [190]
Down-regulation of the BH3 only and Bax-like-related genes [190]
Inhibition of cyt c release from the mitochondria into the cytosol [190]
Inactivation of caspases-3 and -9 and cleavage of PARP [190]
Attenuation of DNA fragmentation [190]
ROS-scavenging effect [82, 84, 190]
Inactivation of the ERK pathway [190]
Suppression of p53 activation [190]
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Table 2: Continued.

Compounds Target/mechanisms References
Terpenoid fraction

Ginkgolides

Increase of cell proliferation and inhibition of apoptosis [90, 91]
Free radical scavenging activity [85–87]
Decrease of the release of LDH, TNF𝛼, IL-1𝛽, and IL-6 [90, 91, 154]
Increase of the activation of the p42/p44 (ERK) MAPK pathway [137]
Increase of mRNA and protein levels of HIF-1𝛼 [137]
Inhibition of the NIK/IKK𝛼/IkB/NF-kB signaling pathway [157]
Decreases of c-fos and c-jun mRNA expression [85]

Bilobalides

Inhibition of apoptosis [177]
Up-regulation of the subunit III of cytochrome C-oxidase and subunit ND1 of NADH dehydrogenase [90, 91]
Decrease of c-myc, p53, and Bax proteins [177]
Inhibition of caspase-3 activity [177]
Suppression of p65 NF-kB protein [153]
Up-regulation of the CREB-BDNF pathway [120]

FasL

FasR

Bid

t-Bid Cyt c

Bax-Bax

Apaf-1

Protein cleavage

DNA fragmentation

Membrane protein loss

Damage:
Lipids
Proteins
DNA

OH∙

Fe2+

H2O2

H2O2

H2O2

ROS

ROS

GPx

Catalase

SOD1

ATP

O∙−
2

O∙−
2

C I
C II

C III
C IV

SOD2

Bcl-2

Bcl-xl

dATP

Caspase-8, -10

Caspase-3, -7

Caspase-9

Figure 2: Inhibition of apoptosis by EGb 761.This figure details some of the mechanisms by which apoptosis may be inhibited by EGb 761, as
described in the text. Apoptosis pathways include those initiated by death-receptor ligand or mitochondrial stress (i.e., ROS).These pathways
may be downregulated at several levels by EGb 761: blocking the cascade of activation of caspases (-3, -7, and -9), inhibition of Bax and Apaf-
1 proapoptotic protein expression, inhibition of cyt c release from the mitochondrial inner membrane to cytosol, and increments of Bcl-2
expression. EGb 761 also inhibits apoptosis acting as antioxidant and increasing intracellular levels of some enzymatic antioxidants (SOD,
Cat, and GPx).

stimulate expression of proapoptotic genes such as TNF
and FasL [164, 165]. JNK also decreases the expression of
prosurvival genes such as Bcl-2 and Bcl-xl [165]. It has been
reported that EGb 761 prevents the activation of JNK in the
presence of 𝛽-amyloid; the EGb 761 ability to decrease H

2

O
2

could prevent the dissociation of glutathione S-transferase

from JNK resulting in its activation, and this mechanism
could also be implicated in the antiapoptotic effect of EGb
761 against oxidative stress induced by 𝛽-amyloid [151]. EGb
761 (50–100 𝜇g/mL) inhibits H

2

O
2

-induced cell apoptosis in
SH-SY5Y cells via inactivation of AKT, JNK, and caspase-3
[166]. Similarly, EGb 761 protects against 𝛽-amyloid-induced
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HO-1, Cat, SOD, GPx,𝛾-GCS, NQO1,
GCLC, GST-P1, Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1,

BNIP3, VEGF, BNDF, HX-1, and GLUT1

NF-𝜅B/AP-1/p53

EGb 761

Nrf2/CREB/HIF-1𝛼

ROS FasR, FasL, DR 4–6,
TNF-𝛼, Bax, Bcl-xs,

Caspase-8, -9, -12, -3, -7, and iNOS

Figure 3: Antiapoptotic mechanisms from EGb 761. EGb 761 inhibits apoptosis through its antioxidant effect and by induction of gene
expression, activating NRF2, CREB, HIF1𝛼, and also modulating transcription factors such as NF-𝜅B, AP-1, and p53.

cell apoptosis and abrogates 𝛽-amyloid-induced cytotoxic
events. Accumulation of ROS andmitochondrial dysfunction
and activation of JNK, ERK1/2, and Akt signaling pathways
suggest that quercetin and ginkgolide B may be involved in
the inhibitory effects of EGb 761 on JNK and ERK1/2 and
Akt signaling pathways [85]. EGb 761 also inhibits production
of several cytokines, including TNF𝛼, IL-2, IL-4, and IFN-𝛾,
through the down-regulation of JNK/AP-1 signaling pathway
[167]. Quercetin, one of the major phenolic constituents of
EGb 761, is unique in its ability to inhibit TNF-𝛼 tran-
scription by inhibiting the phosphorylation and activation
of JNK/SAPK and, therefore, suppressing AP-1-DNA binding
[168]. Furthermore, quercetin inhibits iNOS transcription
suppressing the phosphorylation of JNK/SAPK as well as
its downstream substrates, c-jun and ATF-2, dramatically
decreasing the binding of the transcription factor AP-1 to
DNA [169]. Shi et al. [85] reported that pretreatment of
the SH-SY5Y cells with ginkgolide B totally inhibited PAF-
generated increases in c-fos and c-jun mRNA expression.

6.6. P53. The tumor suppressor p53 protein has been pro-
posed as a key mediator of stress response (i.e., oxidative
stress) to play an essential role in cell death [170, 171]. P53
induces cell death by a multitude of molecular pathways
involving activation of target genes (i.e., Bax. Fas, and DR5)
and direct signaling at the mitochondria, leading to cyt
c release and caspase activation [172–175]. In vivo and in
vitro studies have demonstrated that EGb 761 inhibits the
mitochondrion-dependent cell apoptosis, mediated by p53,
whereas EGb 761 ameliorates the p53 mRNA expression,
disturbs the Bcl-2 family protein balance, disrupts mito-
chondrial membrane potential, inhibits the release of cyt
c to cytosol, and activates caspases [55]. EGb 761 reduced
significantly the effects of oxidative stress induced by 6-
hydroxydopamine in PC12 cells and inhibits cell apoptosis
suppressing p53 and caspase-3 activation and decreasing the
ration Bax and Bcl-2. It has been suggested that p53 is a direct
transcriptional activator of the Bax gene [176]. Similarly, it
was reported that bilobalide, the main constituent of the
nonflavone fraction of EGb 761, protects neurons against
oxidative stress; bilobalide may block apoptosis in the early

stage and attenuate the elevation of c-myc, p53, and Bax and
the activation of caspase-3 [177].

7. Conclusions

Apoptosis or programmed cell death may be activated by two
signaling pathways: the extrinsic (mediated by death recep-
tors) and the intrinsic (triggered by mitochondria) [32]. Cas-
pases, a family of intracellular endopeptidases, are responsi-
ble for this type of cell death [178]. EGb 761 inhibits apoptosis
through its antioxidant effects and free-radical trapping
(Figure 2) and by the activation of Nrf2/ARE, CREB, and
HIF-1 and by decreasing the activities ofNF-𝜅B,AP-1, and p53
transcription factors, which modulate antioxidant activity
and anti- and proapoptotic genes expression (Figure 3).

Further studies are needed to corroborate the antiapop-
totic activity andmechanisms of action of this phytochemical,
since it could constitute an alternative for the treatment of
vascular and degenerative diseases among others in which
cell death by apoptosis plays a major role (for details see
Tables 1 and 2).
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A B S T R A C T

Rotenone, a classic mitochondrial complex I inhibitor, leads to dopaminergic neuronal death resulting in a
Parkinson's-like-disease. Docosahexaenoic acid (DHA) has shown neuroprotective effects in other experimental
models of Parkinson's disease, but its effect on the rotenone-induced parkinsonism is still unknown. We tested
whether DHA in vivo exerts a neuroprotective effect on rotenone-induced parkinsonism and explored the me-
chanisms involved, including mitochondrial function and ultrastructure as well as the expression of tubulin and
synaptophysin. We pretreated eighty male Wistar rats with DHA (35mg/kg/day) for seven days and then ad-
ministered rotenone for eight days. We then measured rearing behavior, number of dopaminergic neurons,
tyrosine hydroxylase content, tubulin and synaptophysin expression, mitochondrial complex I, respiratory
control ratio, mitochondrial transmembrane potential, ATP production activity and mitochondrial ultra-
structure. We found that in vivo DHA supply exerted a neuroprotective effect, evidenced by decreased dopa-
minergic neuron cell death. Although we detected rotenone induced mitochondrial ultrastructure alterations,
these were not associated with mitochondrial dysfunction. Rotenone had no effect on mitochondrial complex I,
respiratory control ratio, mitochondrial transmembrane potential or ATP production activity. DHA also pre-
vented a rotenone-induced decrease in tubulin and synaptophysin expression. Our results support the neuro-
protective effect of DHA on rotenone-induced parkinsonism, and a possible effect on early stage Parkinson's
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disease. This protective effect is not associated with mitochondrial function improvement, but rather with
preventing loss of tubulin and synaptophysin, proteins relevant to synaptic transmission.

1. Introduction

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative movement disorder
primarily characterized by progressive loss of dopaminergic neurons
whose cell bodies are located in the substantia nigra pars compacta
(SNpc) and whose axons project into the striatum. This neuron loss
leads to dopamine production deficiencies in the striatum and sub-
stantia nigra, which in turn produce the clinical manifestations of the
disease (Utter and Basso, 2008). These manifestations (tremors, bra-
dykinesia, rigidity, and postural instability) are not evident until ap-
proximately 50% of the dopaminergic neurons in SNpc and 80% of
striatal dopamine are lost (Samii et al., 2004). Thus, altering the natural
progression of the disease may be more successful at the earlier stages
of the disease (Stocchi et al., 2015). However, despite the use of several
experimental molecular mechanism models, PD pathogenesis is still not
fully understood.

Experimental models allow the study of PD cellular events by trig-
gering the loss of dopaminergic neurons. The models produced by 1-
methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine (MPTP) and 6-hydro-
xydopamine (6-OHDA) are among the most explored PD experimental
models. Because they act shortly after being administered, they mostly
allow the study of late-stage PD progression (Blesa et al., 2012). Rote-
none, a natural cytotoxic compound extracted from plants in the Le-
guminosae family and one of the most toxic rotenoids, is another
neurotoxin that has been widely used to mimic PD cellular character-
istics (Cannon et al., 2009; Greenamyre et al., 2010; Lin et al., 2012; Liu
et al., 2015; Zhang et al., 2017a). Being highly lipophilic, rotenone
easily crosses the blood brain barrier as well as all organelle cell
membranes (Jackson-Lewis et al., 2012; Blesa et al., 2012). In addition
to inducing dopaminergic neuron death, rotenone also causes move-
ment reduction, flexed posture and muscle stiffness (Fleming et al.,
2004; Cannon et al., 2009; Chao et al., 2018). Additionally, because
rotenone-induced dopaminergic cell death occurs more slowly than in
other experimental models, and only after repeated administration,
using rotenone allows for the study of changes that occur in the early
stages of PD (Greenamyre et al., 2010; Johnson et al., 2015; Bai et al.,
2016; Zhang et al., 2017b).

Mitochondrial function impairment, together with other key mole-
cular events, such as oxidative stress and apoptosis, may contribute to
the onset of neuronal death and thus, to the symptoms of neurode-
generative diseases (Kumar et al., 2005; Kim and Takahashi, 2006;
Dexter and Jenner, 2013; Takalo et al., 2013). Indeed, mitochondrial
complex I activity decreases between 20 and 30% in the SNpc and
frontal cortex in patients with idiopathic PD (Schapira, 2007; Navarro
et al., 2009; Chaturvedi and Beal, 2013). However, it remains con-
troversial whether mitochondrial dysfunction is a cause or consequence
of neurodegeneration. In addition to functioning as a mitochondrial
complex I inhibitor, rotenone can induce microtubule destabilization in
vitro, which increases free tubulin and reduces polymerized tubulin in
cell lines (Hongo et al., 2012; Maldonado et al., 2010; Choi et al.,
2011). Tubulin functions as the major building block in microtubules
(cytoskeletal filaments), which have an essential role in several in-
tracellular processes such as neuronal growth, morphology, trafficking
and polarity. Cytoskeleton dysfunction has only recently begun to be
studied as an important mechanism involved in neurodegeneration.

Postmortem PD studies show decreased long-chain polyunsaturated
fatty acids, particularly docosahexaenoic (DHA) and arachidonic acids
(Fabelo et al., 2011), and DHA administration in MPTP and 6-OHDA
induced rodent models appears to elicit neuroprotection. Evidence of
this neuroprotection includes recovery of the nigrostriatal synapses

(Cansev et al., 2008), increased expression of glial cell derived neuro-
trophic factor (Tanriover et al., 2010), reduced number of apoptotic
dopaminergic cells (Ozsoy et al., 2011), and increased dopaminergic
neurons in the SNpc (Ozkan et al., 2016). DHA also reduced levodopa-
induced dyskinesias in MPTP-lesioned primates (Samadi et al., 2006).
This neuroprotective effect is associated with DHA's ability to enhance
membrane fluidity, antioxidant effect and improve synaptic transmis-
sion (Hashimoto et al., 2017). Following DHA treatment expression
levels of synaptic proteins like synaptophysin and presynaptic density
protein-95 are increased (Hashimoto et al., 2017). Synaptophysin is a
transmembrane glycoprotein found in small presynaptic vesicles of the
nerve cells and is frequently considered a synaptic density marker
(Takamori et al., 2006).

In this paper we address a knowledge gap regarding the potential
neuroprotective effect exerted by DHA administration prior to rote-
none-induced parkinsonism, as well as explore the role of mitochondria
and the expression of tubulin and synaptophysin in such effect.
Specifically, we expect DHA administration to decrease damage in
dopaminergic neurons, as well as to decrease changes in tubulin and
synaptophysin and thus preserve mitochondrial function.

2. Experimental procedures

2.1. Reagents used

We obtained bovine serum albumin (BSA), carbonyl cyanide 4-
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP), 6-di-
chlorophenolindophenol (DCPIP), antimycin A, safranin O, hexokinase,
ethylene glycol tetraacetic acid, adenosine diphosphate (ADP), rote-
none, oligomycin A, succinic acid, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piper-
azineethanesulfonic acid, sodium dodecyl sulphate, flavin adenine di-
nucleotide (FAD) nicotinamide adenine dinucleotide (NADH),
potassium cyanide, and oxidized nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADP+) and monoclonal α–tubulin antibodies (clone
DM1A) from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Primary anti-
bodies against the NDUFS3 subunit of mitochondrial complex I and
voltage dependent anion carrier (VDAC-1) were obtained from Abcam
(Cambridge, United Kingdom). Primary antibodies against tyrosine
hydroxylase (TH) came from Merck-Millipore (Darmstadt, Germany).
Primary antibodies against synaptophysin and secondary antibodies
were ordered from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, USA).
The Novex ECL detection kit was purchased from Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA). All other reagents were of analytical grade and commercially
available.

2.2. Experimental animals

We obtained one hundred and twenty male Wistar rats weighing
240–260 g from the vivarium located at the Instituto Nacional de
Neurología y Neurocirugía, Manuel Velasco Suárez. Rats were kept
under standard conditions (12/12 h light/dark, 21 ± 2 °C cycle and
40% relative humidity) with ad libitum access to food and water. All
experiments were performed according to the Official Mexican
Standard on Technical Specifications for the Production, Care and Use
of Laboratory Animals (NOM-062-ZOO-1999). Local Committees re-
garding Biosafety and Care and Use of Laboratory Animals approved
the protocol (#07/12).
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2.3. Experimental groups

We randomly grouped rats into four categories: 1) control, 2) ro-
tenone, 3) DHA + rotenone, and 4) DHA. Following Fleming et al.
(2004) and Lin et al. (2012), we injected rotenone subcutaneously
(3 mg/kg/day) for eight or fourteen days, given that decreased move-
ment and TH protein levels as well as increased apoptosis have been
reported at this dose within these timeframes. DHA (35mg/kg/24 h)
was administered intragastrically for seven days, prior to the rotenone
treatment. DHA dose was chosen considering that 0.5 ml/kg cod liver
oil is neuroprotective (Orozco-Ibarra et al., 2018) and the minimum
content of DHA in cod liver oil is about 7% (European Pharmacopoeia,
2007; Denny Joseph and Muralidhara, 2015).

2.4. Behavioral assessment

We evaluated the number of times each rat reared itself during a 5-
min period spent inside an acrylic cylinder measuring 30 cm in length
and 19.5 cm in circumference. Rearing behavior serves as a proxy for
dopamine in the striatum, given that this neurotransmitter is involved
in motor activity (Fleming et al., 2004; Cannon et al., 2009). The cy-
linder test is considered to be objective, easy to use and score, sensitive
to chronic dopamine deficits that other tests fail to detect and has high
inter-rater reliability (Brooks and Dunnett, 2009). All experiments were
done during the light phase of the circadian cycle (between 7:00 and
8:00 a.m.), recorded by a single observer and results were expressed as
number of rears in 5min.

2.5. Histochemical analysis and immunohistochemistry

Following treatment, we anesthetized ten rats per group with so-
dium pentobarbital (80mg/kg, intraperitoneal) and then they were
transcardially perfused with saline solution followed by paraf-
ormaldehyde (4%). Brain tissue fixed in 4% paraformaldehyde was then
embedded in paraffin. We serially sectioned five brains per group to
obtain 5 μm striatal and SNpc coronal sections, then analyzed mor-
phology using hematoxylin-eosin staining and immunostaining of
alpha-tubulin and synaptophysin in the striatum. For quantification, we
examined five areas of the brain region and analyzed four sections of
tissue from each animal at 40X magnification (each image of 1392 X
1040 pixels per frame). Results were expressed as the number of
breakdown nucleus by area. We used the remaining five brains per
group to determine TH immunostaining in striatum and the number of
dopaminergic neurons in SNpc.

2.6. Number of dopaminergic neurons in SNpc

We made serial coronal sections (40 μm) of the whole SNpc, and
then selected six to eight sections for immunostaining and stereological
counting by systematically choosing one out of every four sections.
Free-floating sections were incubated with primary anti-TH antibody
(1:500) overnight at 4 °C. We then counted the number of TH-positive
cells in SNpc using an optical fractionator (West et al., 1991). Given a
counting frame measuring 87×130 μm, we defined guard zones at
1 μm from the upper and lower borders of frame. Then we estimated the
total number of TH-positive cells using the Stereo investigator program
(version 11) in a semi-automatic stereological system integrated by an
Olympus BX51 microscope (at 60X) connected to a digital video camera
(MBF Bioscience, Willinston, VT, USA) and stereological software (MBF
Bioscience). The error coefficient was< 0.1 (Gundersen, m=1).

2.7. TH densitometric analysis in striatum

We carried out TH immunostaining of striatal fibers in 5 μm coronal
sections, using a monoclonal anti-TH antibody (dilution 1:500), and
captured images with an Eclipse E200 microscope (Nikon Inc., Melville,

NY, USA) and Q-capture Pro 7 software. Following Rojas et al. (2008),
we used ImageJ (Rasband, 1997–2016, version 1.45) to determine TH
immunoreactivity striatal density. We digitized each image to eight-bits
delineating the striatum and used grey scale values ranging between 0
and 255. Eight tissue sections from each animal were examined with 1X
magnification. Results were expressed as integrated optical density
(IOD).

2.8. Alpha-tubulin and synaptophysin in the striatum

Sections were blocked by incubation in 5% BSA and 1% triton X-100
in PBS for 2 h at room temperature, and then incubated overnight at
4 °C with mouse-monoclonal antibodies against alpha-tubulin (1:500)
and synaptophysin (1:500). After incubation with primary antibodies,
the sections were incubated at room temperature for 40min with bio-
tinylated anti-mouse IgG, and subsequently with streptavidin-HRP for
40min. We visualized the HRP label using 3,3′-diaminobenzidine so-
lution. In order to minimize any potential variance in staining proce-
dure, we processed all tissue sections from all rats (both control and
experimental) at the same time. As with the TH densitometric analysis
(above), we used the process described by Rojas et al. (2008) to de-
termine the striatal density of alpha-tubulin and synaptophysin im-
munoreactivity. We examined five areas of the striatum and analyzed
six to eight sections of tissue from each experimental rat at 40X mag-
nification. Each image was digitized to eight-bits with an image size of
11.8×8.8 cm per frame, providing grey scale values between 0 and
255. Results were expressed as IOD.

2.9. Mitochondria isolation

We isolated mitochondria from the midbrain (the region where the
SNpc is located) and striatum following Luis-Garcia et al. (2017) and
Orozco-Ibarra et al. (2018). We homogenized tissue in a cold isolation
buffer and then isolated mitochondria using differential centrifugation
followed by a Percoll® gradient to purify the mitochondrial fraction.
Using freshly isolated mitochondria, we then analyzed respiratory
parameters, membrane potential and capability to produce ATP. For
these assays we only treated one rat from each group in a single
working day.

2.10. Determination of complex I activity

We measured the grade of rotenone-induced mitochondrial complex
I inhibition following the protocol described by Luis-García et al.
(2017) and Orozco-Ibarra et al. (2018). First, we prepared a reaction
mixture with 3mg/mL BSA, 60 μM decyl ubiquinone, 60 μM NADH,
2mM potassium cyanide, 2 μM antimycin A and 160 μM DCPIP. Then,
we started the reaction by adding a mitochondrial fraction (∼20 μg
protein) and measured the decrease in absorbance at 600 nm for 3min.
In a parallel reaction, we determined rotenone insensitive activity by
adding 250 μM rotenone to the reaction mixture. The mitochondrial
complex I activity results are expressed as nmol DCPIP/min/mg pro-
tein.

2.11. Analysis of complex I protein by Western blot

We used SDS-PAGE to separate midbrain and striatum mitochon-
drial proteins and then transferred them to polyvinylidene difluoride
membranes (BioRad, Hercules, CA, USA). Membranes were incubated
with 5% milk in PBS with 0.01% tween for 2 h. Then, we incubated the
membranes in primary antibodies against the NDUFS3 subunit of mi-
tochondrial complex I (1:5000; ab14711) overnight. The next day, we
washed and probed the membranes with horseradish peroxidase con-
jugated goat anti-rabbit IgG at a dilution of 1:15,000.
Chemiluminescence was analyzed by ImageJ (Rasband, 1997–2016,
version 1.45).
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2.12. Respiratory parameters

Following Luis-Garcia et al. (2017) and Orozco-Ibarra et al. (2018)
we used a Clark-type electrode to measure mitochondrial respiration
(oxygen consumption). First, we fed the electron transport chain
through mitochondrial complex I using 10 mM/5mM glutamate/ma-
late as substrate and then through complex II using 14mM succinate.
Then we calculated respiratory control ratio (RCR) by dividing state 3
by state 4 respiratory values. State 3 was measured following the ad-
dition of 200 μM ADP and state 4 was induced by 1 μM oligomycin. We
only considered experiments where the RCR values were greater to 3 in
the control group for statistical analysis, because values≤ 1 indicates
uncoupled mitochondria, and those greater than 3 indicate coupled
mitochondria.

2.13. Determination of ATP synthesis capability

We used an enzyme-linked assay based on the detection of increased
NADPH production from NADP+ to measure ATP synthesis (sensu Luis-
García et al., 2017; Orozco-Ibarra et al., 2018). We added 10 μg of
mitochondrial protein to a reaction mixture containing 163 μg/ml
hexokinase, 2 U/mL glucose-6-phosphate dehydrogenase, 20mM glu-
cose, 1.4 mM NADP+ and mitochondrial substrate (10 mM/5mM glu-
tamate/malate or 14mM succinate). All determinations were done in
duplicate to determine the basal ATP synthesis capability and we used
the molar extinction coefficient of NADPH (6.22× 103M−1 • cm −1) to
calculate activity. Increased absorbance due to NADP+ reduction of
was measured at 340 nm. Results are expressed as percentage relative
to control.

2.14. Mitochondrial transmembrane potential

We measured changes in the fluorescence of safranin O to estimate
mitochondrial membrane potential following Luis-García et al. (2017)
and Orozco-Ibarra et al. (2018) by mixing 25 μg of mitochondrial pro-
tein in standard reaction medium with a reaction mixture containing
10 μM safranin O and mitochondrial substrate (10 mM/5mM gluta-
mate/malate or 14mM succinate). We then recorded fluorescence on a
multimodal microplate reader at excitation and emission wavelengths
of 485 and 590 nm, respectively. Transmembrane potential was dis-
sipated using 200 μM FCCP and we recorded the changes in fluores-
cence. Results are expressed as percentage of change in fluorescence
arbitrary units/mg protein vs. control.

2.15. Electron microscopy

SNpc and striatum were fixed in 2.5% glutaraldehyde for 1 h, post-
fixed in 1% osmium tetroxide for 1 h and the tissue was subsequently
dehydrated and finally embedded in Epon before blocks were poly-
merized for 16–18 h at 60 °C. Using a Sorval MT 6000 ultramicrotome
(Microtome Service Company, Liverpool, NY, USA), we cut 1-mm semi-
thin sections from each block and stained them with toluidine blue to
allow unambiguous identification of the area of interest prior to ul-
trathin sectioning of SNpc and striatum. We cut eleven to thirteen serial
ultrathin sections (60–80 nm) from each block with a diamond knife
and contrasted them using uranyl acetate and lead citrate. We used a
transmission electron microscope (JEM-1400 Plus, JEOL, Boston, MA,
USA) to examine sections.

2.16. Statistical analysis

Data were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM)
and analyzed using one-way ANOVA followed by post-hoc Duncan test
using Statistical Package for the Social Sciences version 19. Differences
were considered significant at p < 0.05.

3. Results

3.1. DHA neuroprotective effect

We evaluated rearing behavior to test for motor impairment caused
by rotenone, and found that the toxic compound decreased rearing
behavior by about 50% in both the eight and fourteen-day treatments
[43% y 56%; F(3,22) = 22.29, p= 0.000; F(3,38) = 20.0, p= 0.000, re-
spectively; Fig. 1]. Eight days of oral DHA administration prior to ro-
tenone treatment prevented rearing behavior decrease by about 54%
compared to the group treated with rotenone alone (Fig. 1A), however
DHA did not exert a preventive effect in the case of rats that received
fourteen days of rotenone (Fig. 1B). DHA alone had no effect on rearing
behavior in either the eight or fourteen-day treatments (Fig. 1). Given
these findings, the rest of the evaluations were only performed fol-
lowing eight days of rotenone administration.

We analyzed the effect of rotenone and DHA on cellular morphology
and the number of dopaminergic neurons in SNpc. We used a stereo-
logical analysis to estimate the number of dopaminergic neurons in
SNpc, and representative images of TH-positive neurons in the SNpc
and TH-positive fibers in striatum are shown in Fig. 2A. We found that
dopaminergic neurons decreased (21%) in the SNpc of rats treated with

Fig. 1. Effect of rotenone (Rot) and docosahexaenoic acid (DHA) administra-
tion on rearing behavior. Number of times a rat reared in a 5-min interval, mean
values ± SEM, n = 10 per group following (A) eight and (B) fourteen days of
rotenone administration. We compared effects across treatments using a one-
way ANOVA followed by a post hoc Duncan's test. In eight-day rotenone sce-
nario DHA decreased Rot effects. ***p < 0.001 vs control and ###p < 0.001
vs Rot.
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rotenone compared to the controls [Fig. 2B; F(3,15) = 4.54, p=0.019],
and that DHA administration prevented this effect by about 30% in
comparison to the rotenone group. A densitometric analysis showed
that the density of striatal TH-positive fibers was reduced by about 20%
in rotenone-treated rats, but this effect was not statistically significant.
However, the density of TH-positive striatum fibers significantly in-
creased by about 34% in the group treated with DHA and rotenone
compared with the group that received rotenone alone [Fig. 2C;
F(3,14) = 3.37, p=0.049].

Histological analysis of the hematoxylin-eosin staining revealed
distorted neuronal morphology in the SNpc and striatum of rotenone-
treated rats compared with controls (Fig. 3C vs. 3A and Fig. 3D vs. 3B,
respectively). DHA treatment partially prevented the morphological
damage promoted by rotenone in both brain regions (Fig. 3E and F),
and DHA alone did not modify the morphology in either the SNpc
(Fig. 3G) or the striatum (Fig. 3H). We found significant nucleus

breakdown indicating cell injury in both SNpc (Fig. 3I; F(3,12) = 15.10,
p=0.000) and striatum [Fig. 3J; F(3,12) = 19.14, p=0.000], the latter
being the most affected region.

3.2. Mitochondrial function

An ultrastructural study confirmed the presence of intact mi-
tochondria and therefore the efficiency of the isolation method (Fig. 4A
and B). We expected rotenone administration to inhibit mitochondrial
complex I activity, however we did not find decreased activity fol-
lowing eight days of rotenone administration in either brain region
[Fig. 4C and D; midbrain: F(3,28) = 0.227, p= 0.84; striatum:
F(3,28) = 0.135, p=0.93]. Western blot analyses of protein levels also
found no effect of rotenone on mitochondrial complex I activity in the
midbrain or striatum [Fig. 4E, F and G; midbrain: F(3,12) = 3.29,
p=0.058; striatum: F(3,12) = 1.46, p=0.273], but DHA

Fig. 2. Effect of rotenone (Rot) and docosahexaenoic acid (DHA) administration on tyrosine hydroxylase (TH) expression. The number of TH positive cells in the
substantia nigra pars compacta (SNpc) and striatum in rats that received rotenone for eight days. (A) Representative images and quantification in (B) SNpc and (C)
striatum (mean values ± SEM, n = 4 to 5 per group). Comparisons using one-way ANOVA followed by a post hoc Duncan's test showed DHA + Rot increased both
number and density of TH-positive cells in both tissues vs. rotenone (#p < 0.05), and that rotenone decreased cell number vs. control (*p < 0.05) in SNpc.
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administration increased mitochondrial complex I protein levels in the
midbrain when compared to the rotenone group (Fig. 4F).

Rotenone did not decrease RCR in either brain region in the tests
that fed the electron transport chain with glutamate/malate [Fig. 5A;
midbrain: F(3,8) = 1.55, p=0.275; striatum: F(3,8) = 1.70. p=0.243]
or succinate [Fig. 5B; midbrain: F(3,8) = 0.306, p= 0.821; striatum:
F(3,8) = 0.998, p=0.442]. Likewise, rotenone did not decrease mi-
tochondrial ATP synthesis in midbrain or striatum [Fig. 5C and D;
midbrain, glutamate/malate: F(3,16) = 0.806, p= 0.509; striatum,

glutamate/malate: F(3,16) = 0.197, p=0.897; midbrain, succinate:
F(3,16) = 1.096, p= 0.379; striatum, succinate: F(3,16) = 0.184,
p=0.906] nor mitochondrial transmembrane potential [Fig. 5E and F;
midbrain, glutamate/malate: F(3,8) = 0.163, p= 0.918; striatum, glu-
tamate/malate: F(3,8) = 0.528, p= 0.669; midbrain, succinate:
F(3,8) = 0.197, p=0.896; striatum, succinate: F(3,16) = 0.312,
p=0.817].

Fig. 3. Hematoxylin-eosin staining. Coronal sections of substantia nigra pars compacta (SNpc) and striatum at 100X magnification in animals that received rotenone
(Rot) for eight days. (A, B) Control, (C, D) rotenone, (E, F) docosahexaenoic acid (DHA) + rotenone, (G, H) DHA. Arrows indicate cell nucleus breakdown;
arrowheads indicate degenerated cells. Quantification in (I) SNpc and (J) striatum is shown as mean values± SEM (n = 4 per group). We found significant nucleus
breakdown post rotenone vs. control (***p < 0.001) and a protective effect (vs. rotenone) with DHA in addition to rotenone (#p < 0.05 and ##p < 0.01).
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3.3. Mitochondrial ultrastructure

We found normal cell structures (showing perikaryon dense gran-
ular material, some lysosomal vesicles and few phagocytic vacuoles) in
the SNpc from the control group (Fig. 6A). Similarly, the control group
striatum showed synapses and axo-dendritic synapses with adequate
mitochondrial preservation (Fig. 6B and C). In the rotenone treated rats,
SNpc (Fig. 6D) and striatum (Fig. 6E and F) showed an increase in the
number of electrodense lysosomal vesicles, as well as autophagic ve-
sicles displaying varying degrees of degradation and partially destroyed
swollen mitochondria. Rotenone-treated SNpc also displayed numerous
vacuoles, diminished electron density in the cytoplasm and the pre-
sence of phagocytic reactive microglia, while rotenone-treated striatum
showed myelin damage dilatation of membranes and nerve terminals.
DHA treatment resulted in the reduction of mitochondrial swelling and
microglial activation promoted by rotenone in SNpc (Fig. 6G) and

striatum (Fig. 6H and I). Treatment with DHA alone (Fig. 6J to L) did
not modify the morphology in dopaminergic neurons from SNpc
(Fig. 6J) or in nerve terminals in striatum (Fig. 6K and L). However, we
did find an increase in the electrodensity of lysosomal vesicles in the
perikaryon and nerve terminals.

3.4. Tubulin and synaptophysin expression

Next, we tested whether rotenone or DHA administration has any
effect on the microtubules that constitute the cell cytoskeleton, and
found that rotenone decreases the immunohistochemical markings of
alpha-tubulin by about 37% [Fig. 7A and B; F(3,16) = 15.27, p=0.000]
and that pretreatment with DHA prevented this rotenone-generated
decrease by about 39%. The group that only received DHA showed no
effects on alpha-tubulin.

Finally, we tested whether rotenone or DHA administration had any

Fig. 4. Mitochondria isolation and complex
I determination. Rats without treatment
were killed to obtain striatum and isolate
the mitochondrial. fraction as described in
Materials and Methods section.
Representative images (A-B) are shown.
Effect of rotenone (Rot) and docosahex-
aenoic acid (DHA) on activity of mi-
tochondrial complex I in (C) midbrain and
(D) striatum. (E) Representative Western
blot of complex I and voltage-dependent
anion-selective channel 1 (VDAC-1). We
compared data obtained through densito-
metric analysis of complex I/VDAC1 ex-
pression levels in (F) midbrain and (G)
striatum using one-way ANOVAs followed
by a post hoc Duncan's test. Mean
values± SEM, n=8 per group for activity
and n=4 per group for Western blot,
#p < 0.05 vs. rotenone.
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effect on synaptic transmission in the striatum (Fig. 7), and the im-
munohistochemistry results revealed that rotenone decreased synapto-
physin by 31% in comparison to the control group. Administrating DHA
in addition to rotenone prevented 39% of this reduction and adminis-
trating DHA alone increased synaptophysin by 12% in comparison to
the control group (Fig. 7C and D; F(3,16) = 23.20, p=0.000].

4. Discussion

Our goal was to test whether DHA exerts a neuroprotective effect on
rotenone-induced parkinsonism and to evaluate some of the possible
processes involved, including changes in mitochondrial function and
ultrastructure as well as in the expression of tubulin and synaptophysin.

Fig. 5. Effect of rotenone (Rot) and docosahexaenoic acid (DHA) on mitochondrial function parameters. We used glutamate/malate as a respiratory substrate for
complex I and succinate for complex II. We found no difference across treatments in (A, B) oxygen consumption, (C, D) ATP production, and (E, F) transmembrane
potential across treatments, using one-way ANOVAs followed by a post hoc Duncan's test. Mean values ± SEM, n=3–5 per group.
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Our results confirm that rotenone induced an experimental model to
study idiopathic parkinsonism and clearly establish a neuroprotective
effect exerted by DHA on rotenone-induced parkinsonism, as seen
through the preservation of dopaminergic neurons in SNpc and TH fi-
bers in striatum following DHA treatment prior to rotenone. Although,
the neuroprotective effect of DHA was directly associated with the
prevention of decreased tubulin and synaptophysin expression (both
being proteins closely related to synaptic transmission), we did not find
altered mitochondrial function despite some mitochondrial swelling.

This is the first study to report the neuroprotective effect of DHA
administered alone and for a short period in a PD experimental model,
although similar effects exist for rodent experimental PD models in-
duced using MPTP or 6-OHDA. In these experiments DHA was either
administered for longer periods or in combination with other com-
pounds (Ozkan et al., 2016; Hacioglu et al., 2012; Ozsoy et al., 2011;
Tanriover et al., 2010; Cansev et al., 2008). The neuroprotective effect
we found may be due to rapid DHA transportation to the brain (Bazan
et al., 2011).

The significant cell death found in rotenone-treated rats is evidence

for the role of rotenone as a potential tool for exploring the early stages
of PD (Johnson et al., 2015; Greenamyre et al., 2010). Histological
analysis showed that the striatum, the region of the brain that receives
the SNpc dopaminergic neuron projections, was the region with the
most rotenone damage. This may be due to the proximity of the
striatum to the lateral ventricles, which makes it the primary toxin
uptake site, and is in line with previous findings regarding the retro-
grade rotenone action in injury to dopaminergic neurons in SNpc (Melo
et al., 2013).

Because mitochondria play an essential role in regulating key steps
involved in cell death, it is important to explore their participation at
the onset of neurodegeneration. Thus, it was surprising to find that the
DHA neuroprotective effect was not related to changes in mitochondrial
function. We expected to find mitochondrial dysfunction in rotenone-
treated rats given that rotenone is recognized as a classic inhibitor of
mitochondrial complex I (Lindahl and Öberg, 1960; Palmer et al., 1968;
Singer and Ramsay, 1994; Xiong et al., 2012). However, the widely
documented rotenone inhibition of mitochondrial complex I has all
occurred in isolated mitochondria or permeabilized cells which were

Fig. 6. SNpc and striatum electron micrographs. Representative images of (A to C) Control group, (D to F) rotenone (Rot)-treated group, (G to I) docosahexaenoic
acid (DHA) plus rotenone group, (J to L) DHA group. SNpc: substantia nigra pars compacta. v: vacuoles, At: axo-dendritic synapse, m: mitochondria, d: dendrite, mg:
phagocytic reactive microglia, bv: blood vessel, N: nucleus. Thin black arrow: lysosomal vesicle. Thin white arrow: autophage vacuoles. Thick black arrow: partially
destroyed swollen mitochondria. Calibration bar 500 nm.
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directly incubated with the compound. To our knowledge, our study is
the first to report mitochondrial complex I activity in the striatum and
midbrain from animals treated in vivo with rotenone at the dosages and
times we used. Many in vivo studies which report mitochondrial activity
following rotenone administration, either administered the compound
daily for long periods or used higher doses (Betarbet et al., 2000; Abdin
and Hamouda, 2008; Denny Joseph and Muralidhara, 2015; Wen et al.,
2011). In other experiments, where brain mitochondrial function was
measured after short-term rotenone administration, no decreased RCR
was found, despite significant reductions in state 3 (Panov et al., 2005).
Despite evidence of diminished mitochondrial complex I activity in
patients who died after several years of PD evolution (Jenner, 1993;
Flønes et al., 2018; Schapira, 2007), decreased activity may not play a
pathogenic role in the PD neurodegeneration process (Flønes et al.,
2018).

We found slight mitochondrial alterations while searching for a link
between ultrastructural changes and biochemical characteristics in the
SNpc and striatum. However, these alterations were not important
enough to impair mitochondrial function. This is in line with in vitro
previous evidence of changes in mitochondrial morphology in an
Alzheimer's disease model (with beta-amyloid treatment on primary
cortex neurons) that did not impair ATP production or transmembrane
potential (Hung et al., 2018). This is a growing body of evidence for
decreased mitochondrial function being a consequence, rather than a
cause, of neurodegeneration. A possible limitation of our mitochondrial
function analysis is that we used the ventral midbrain, but the dopa-
minergic neurons damaged by rotenone are only located in SNpc. Ad-
ditionally, the isolated mitochondria came from different cell lineages
present in the brain, and there is no existing information on whether
rotenone has a differential effect on different cell types present in the

nervous system.
We found that rotenone decreases tubulin expression in the

striatum, this finding is in line with evidence of microtubule dysfunc-
tion as an early neurodegeneration event which even occurs before
mitochondrial damage in 1-methyl-4-phenylpyridinium ion-induced
parkinsonism (Cartelli et al., 2010). Because dopamine transport to the
striatum from SNpc requires correct microtubular function, it is feasible
that rotenone-induced microtubule destabilization affects dopamine
transport. A link between mitochondrial function and cytoskeleton
homeostasis may exist, however mitochondrial dysfunction has been
detected both before (Esteves et al., 2010) and after (Maldonado et al.,
2010) microtubule network destabilization. Likewise, mitochondrial
complex I inhibition has been shown to potentiate, rather than cause,
rotenone-induced dopaminergic neuron cell death, with microtubule
depolymerization suggested as an alternative mechanism in rotenone-
induced neuronal death (Choi et al., 2011). DHA administration in our
experiment clearly prevented decreased tubulin expression, indicating
its capacity for preventing microtubule destabilization, similarly to
previous in vitro experiments (Wang et al., 2010).

Rotenone induced decreased synaptophysin expression, and this
decrease was also prevented by DHA administration. Our results follow
studies showing similar synaptophysin decrease after rotenone in-
tracranial infusion (Norazit et al., 2010) or MPTP administration (Cao
et al., 2016), which would suggest that this decrease is a hallmark of
PD. However, evidence overall is still equivocal. Postmortem studies
show no significant difference in synaptophysin expression between PD
patients and controls (Girault et al., 1989), but neuroimaging studies
show that early striatal synaptic dysfunctions precede neurodegenera-
tion, given that neurodegeneration in early PD is more severe in do-
pamine nerve terminals and axons than it is in the SNpc (Bellucci et al.,

Fig. 7. Effect of rotenone (Rot) and docosahexaenoic acid
(DHA) on tubulin and synaptophysin expression.
Representative images of (A) tubulin and (C) synaptophysin
in striatum. Quantification in striatum of (B) tubulin and (D)
synaptophysin. Arrows indicate microtubules. We used one-
way ANOVA followed by post hoc Duncan's tests to compare
tubulin or synaptophysin positive fibers (mean
values ± SEM, n = 4 per group). We found synaptophysin
was higher following DHA alone treatment than the control
(*p < 0.05), both tubulin and synaptophysin decreased
post rotenone vs. control (***p < 0.001), and they both
increased (vs. rotenone) with DHA in addition to rotenone
(##p < 0.01 and ###p < 0.001).
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2017). In PD experimental models, synaptophysin loss is consistently
prevented by several neuroprotective agents (Cao et al., 2016; Shin
et al., 2016). Because DHA can both enhance synaptophysin expression
(Hashimoto et al., 2017; Bate et al., 2010), and halt its decrease, this
makes DHA a potential candidate to modify the course of PD in the
early stages.

5. Conclusions

Our work provides evidence of early microtubule destabilization in
PD, as well as synaptic density loss, but we did not find evidence of
mitochondrial dysfunction in the neurodegeneration process. We found
a clear neuroprotective effect of DHA against rotenone-induced par-
kinsonism. This effect was associated with the prevention of decreased
tubulin and synaptophysin expression, both proteins closely related to
synaptic transmission. Similarly, DHA had a neuroprotective effect on
mitochondrial ultrastructure, even though observed changes in mi-
tochondrial ultrastructural study did not generate mitochondrial dys-
function.

Further experiments should be carried out, especially in order to
fully describe the mechanism by which DHA modules tubulin and sy-
naptophysin levels and to know the specific cell lineage where tubulin
and synaptophysin decrease. Understanding of the mechanisms in-
volved in the neuroprotective effects of DHA, particularly in the early
stages of PD, will be the key for the development of recommendations
regarding DHA related therapy in PD.
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