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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de padecimientos que afectan
al sistema nervioso central, lo que degrada la calidad de vida del paciente en diversos
ambitos (social, salud y econdmico). Por esta razdén, se han propuesto tratamientos no
farmacoldgicos entre los que destacan los nutracéuticos como el acido lipoico y la
biotina, los cuales a concentraciones farmacologicas, presentan efectos terapéuticos
en varias enfermedades crénico degenerativas. La seleccion del modelo biolégico del
nematodo C. elegans permite realizar estudios bioquimicos, morfologicos vy
comportamentales tanto a nivel poblacional como individual. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo es evaluar el efecto neuroprotector de la combinacion de acido lipoico (0.1
mM, equivalente a 613.5 mg en humanos) y biotina (150 nM, equivalente a 168 ug en
humanos) en un modelo de neurodegeneracion en C. elegans. Los nematodos se
sometieron a un estrés oxidativo artificial con perdxido de hidrogeno (20 mM),
evaluando el porcentaje de sobrevivencia durante 6 horas al utilizar los nutracéuticos.
Posteriormente, se sometieron a un estrés oxidativo de tipo metabdlico con glucosa (80
mM), donde se evaluaron parametros morfolégicos (volumen, contenido total de
proteina y contenido de triglicéridos), bioquimicos (actividad de SOD, CAT, glutatién
total y contenido de ROS) y comportamentales (evaluacion de la memoria a corto plazo
mediante una prueba de quimiotaxis y la motilidad). Se observé un aumento en la
esperanza de vida de C. elegans con un 95.05 % de supervivencia y un incremento de
5 dias en lalongevidad. También se registré una disminucién en el volumen (0.05 mm?)
y el contenido de proteina total (0.71 mg/mL), ademas de la normalizacién en la
actividad de SOD y CAT respecto al control, respecto a los niveles de glutation total se
observa una normalizacion de dichos niveles y una reduccion en los niveles de ROS
respecto al control en presencia de dafo. En los estudios de motilidad se observé un
comportamiento similar en los grupos control y en presencia de dafio y la combinacién
de los nutracéuticos basado en los centroides, describiendo un comportamiento alejado
del grupo sélo en presencia de dafio. Asimismo, se realizdé un analisis de pérdida de
memoria basado en el indice de quimiotaxis que mostré un aumento al administrar
ambos nutracéuticos. En conclusion, la combinacién de acido lipoico y biotina demostro
un efecto neuroprotector en C. elegans, lo que sugiere su potencial terapéutico en el
tratamiento de enfermedades independiente.

Palabras Clave: Neurodegeneracion, neuroproteccion, biotina, acido lipoico, C.

elegans.
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Abstract

Neurodegenerative diseases are a group of conditions that affect the central nervous
system, degrading the patient's quality of life in various areas (social, health, and
economic). For this reason, non-pharmacological treatments, such as nutraceuticals like
lipoic acid and biotin, have been proposed. At pharmacological concentrations, these
substances show therapeutic effects in several chronic degenerative diseases. The
selection of the nematode C. elegans as a biological model allows biochemical,
morphological, and behavioral studies at both the population and individual levels.
Therefore, the objective of this study is to evaluate the neuroprotective effect of the
combination of lipoic acid (0.1 mM, equivalent to 613.5 mg in humans) and biotin (150
nM, equivalent to 168 pg in humans) in a neurodegeneration model in C. elegans. The
nematodes were subjected to artificial oxidative stress with hydrogen peroxide (20 mM),
and survival rates were evaluated over 6 hours with the use of nutraceuticals.
Subsequently, they were exposed to metabolic oxidative stress with glucose (80 mM),
where morphological parameters (volume, total protein content, and triglyceride
content), biochemical parameters (SOD and CAT activity, total glutathione levels, and
ROS content), and behavioral parameters (short-term memory assessment via a
chemotaxis test and motility) were evaluated. An increase in the lifespan of C.
elegans was observed, with 95.05% survival and a 5-day increase in longevity.
Additionally, there was a reduction in volume (0.05 mm?) and total protein content (0.71
mg/mL), along with the normalization of SOD and CAT activity relative to the control.
Regarding total glutathione levels, normalization was observed, along with a reduction
in ROS levels in the presence of damage. In motility studies, a similar behavior was
observed in the control and damage groups treated with the combination of
nutraceuticals, showing a distinct pattern compared to the group subjected to damage
only. A memory loss analysis based on the chemotaxis index revealed an increase when
both nutraceuticals were administered. In conclusion, the combination of lipoic acid and
biotin demonstrated a neuroprotective effect in C. elegans, suggesting its therapeutic
potential for treating neurodegenerative diseases.

Keywords: Neurodegeneration, neuroprotection, biotin, lipoic acid, C. elegans.
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. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades crénico degenerativas

Las enfermedades cronico degenerativas (ECD) son patologias de lenta evolucion y no
contagiosas, dentro de las que destacan la resistencia a la insulina, la dislipidemia,
sindrome metabdlico, la hipertension, enfermedades neurodegenerativas, etc. Las ECD
en los ultimos afios han tenido un aumento en México y en el mundo, siendo una de las
principales causas de mortalidad y su principal caracteristica es el deterioro progresivo
de la salud del paciente (Aguilera et al 2020; Ibarra, 2016). Ademas, representan un
fuerte gasto al sistema de salud de todos los paises. Los principales factores para que
estas enfermedades se presenten son la edad avanzada (envejecimiento) y el cambio
en el estilo de vida, teniendo una disminucion de la actividad fisica, una alimentacién
deficiente en donde se disminuye la calidad de los nutrientes incrementando la ingesta
de harinas, azucares y grasas (lbarra, 2016); representando un desequilibrio en los
requerimientos normales para mantener una vida sana, ademas de no contar con un
plan de prevencion optimo (Gonzalez et al. 2015). En los ultimos afos se ha visto un
aumento en los casos de enfermedades neurodegenerativas, lo que provoca la muerte

de mas de 65 millones de personas por afio alrededor del mundo (Garces, 2020).

1.2 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas (END) afectan alrededor de mil millones de
personas a nivel mundial, estas comprenden alteraciones y/o muerte de las células
neuronales (Van Bulck et al., 2019). Se caracterizan principalmente por provocar un
deterioro neurologico progresivo e irreversible, que se acompafia de una disminucién
de la funcionalidad e independencia de las personas, afectando el equilibro, movimiento
y promoviendo la pérdida gradual, progresiva e irremediable de la memoria a corto y
largo plazo (Carreres, 2004; Kim et al., 2015). La etiologia de estos padecimientos
abarca alteraciones genéticas, epigenéticas y malos habitos (consumo de tabaco,
alcohol, inadecuada alimentacion, etc.); debido a efectos secundarios de otros
padecimientos crénico degenerativos, como la hipertension, lesiones microvasculares,
tumores, diabetes, cancer, etc., un factor muy importante es el deterioro por la edad

avanzada, lo que provoca un aumento del estrés oxidante celular, sugerido como una
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etiologia comun en las enfermedades cronico degenerativas (Micé et al., 2010; Van
Bulck et al., 2019). Dentro de las principales enfermedades neurodegenerativas por su
incidencia y prevalencia destacan: la enfermedad de Alzheimer (EA), la demencia
vascular asociada a la edad, el Parkinson, la esclerosis multiple y Huntington (Kim et
al., 2015).

1.3 Principales enfermedades neurodegenerativas

1.3.1 Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) se clasifica como una encefalopatia degenerativa
primaria (Snowdon, 2003) la cual fue descrita por primera vez en 1906 por el psiquiatra
aleman Alois Alzheimer (Snowdon, 2003), teniendo como aparicion inicial y tipica de
trastornos de la memoria que se desarrollan gradualmente y progresan con el tiempo
(Launer, 1999). A medida que avanza, la funcion cognitiva se ve afectada y surgen
alteraciones en el comportamiento, lo que conduce eventualmente a un estado de

dependencia (Boller, 1997).

Se estima que la EA se produce por una combinacion de susceptibilidad genética
sumada a la exposicion a factores ambientales, donde interactuan factores de riesgo
(Goldman, 2001) y factores protectores (Qiu, 2007). Desde el punto de vista genético
se reconocen dos tipos principales de EA (Hugest, 2010): la de inicio temprano, que
comienza antes de los 65 afios y la de inicio tardio, que comienza después de los 65
anos. Menos del 5% de los pacientes desarrollan sintomas antes de los 65 afos
(Goldman, 2001).

La EA se caracteriza funcionalmente por un deterioro gradual de las funciones
cognitivas (Carvajal., 2016), comenzando por afectar la memoria episodica y la
memoria reciente (Qque comprenden a la memoria a corto plazo), presenta alteraciones
en la denominacion y la fluidez verbal, entre otras. Ademas de los sintomas cognitivos,
incluye sintomas neuropsiquiatricos presentandose desde las etapas iniciales de la
enfermedad. Estos sintomas van desde la apatia hasta las alucinaciones (Gutiérrez et
al., 2017).

Dentro de los procesos moleculares patolégicos destacan:

17




1. Depésitos de placas extracelulares del péptido B-amiloide (AB). Las placas
neuriticas comprenden agregados de restos de axones y dendritas de neuronas
dafadas, lo cuales se unen con péptidos insolubles llamado péptido 3-amiloide,
el cual estda conformado de 42 aminoacidos (AR42), pero en condiciones
patoldgicas se ha observado que la longitud de dicho péptido varia de 39 a 43
aminoacidos (Petersen, 1999), formando de manera extracelular las placas
seniles o placas amiloides (Figura 1)(Acosta, 2017).

Figura 1. Formacién de placas R-amiloide. A) Excrecion extracelular del péptido
precursor 3-amiloide. B) Corte inexacto de las secretasas. C) Formacion de placas 13-
amiloide. D) Histologia de autopsia de persona con EA (Qiu, 2007).

2. Agregados intracelulares formados por la proteina Tau hiperfosforilada
(ovillos neurofibrilares). Son proteinas cuya funcion es la estabilizacion de los
micritubulos axonales a través de la interaccion con la tubulina, regulando el
trafico vesicular de las células nerviosas. En condiciones patologicas hay
formacion de ovillos neurofibrilares conformados por filamentos helicoidales
pareados, formados principalmente de proteina Tau hiperfosforilada de manera
anormal (Morris, 2005). La agregacion de la proteina Tau reduce la capacidad
de estabilizar a los microtubulos, llevando asi a la muerte neuronal (Figura 2),
la aparicidon de los ovillos neurofibrilares sucede en etapas tempranas en la EA
(Van et al., 2019).
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Figura 2. Formacién de agregados intercelulares de proteina Tau. La proteina Tau
se encarga de le estabilizacion de los microtubulos y el trafico vesicular, al tener una
desregulacion de cinasas y fosfatasas se produce una hiperfosforilacion y mal
plegamiento de Tau lo que conlleva a la formacion de ovillos neurofibrilares,

produciendo una muerte neuronal (Van et al., 2019).

Diversos autores han observado que existe una asociacion en la formacion de placas
seniles y ovillos neurofibrilares, ya que se ha descrito que el depdsito AR fibrilar induce
a la fosforilacion de Tau, seguida de una neurodegeneracion progresiva neuronal
(Mckhann, 2008). Esto sucede debido a que AR es capaz de activar cinasas para
fosforilar a Tau, como son la glucégeno sintasa cinasa 3 beta y la cinasa dependiente
de ciclina, provocando una neurotoxicidad, causando desintegracion de los
microtubulos neuronales, alterando del metabolismo de la glucosa en neuronas,
teniendo una muerte selectiva de mitocondrias, ademas de tener una desregulacion de
procesos inflamatorios, perturbacién de la homeostasis de calcio, produciendo asi
apoptosis (Acosta, 2017).

1.3.2 Demencia vascular y envejecimiento

Debido al aumento en la esperanza de vida en la poblacion mundial, ha habido un
incremento la prevalencia a padecer demencias (Molina, 2021). La demencia es un
deterioro progresivo de las facultades mentales que causa graves trastornos de
conducta (DRAE, 2024), en donde no se tiene conciencia de la enfermedad ademas de
tener un juicio distorsionado de la realidad. El principal es un deterioro progresivo del
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raciocinio, la etiologia (tanto cerebral como sistémica) aparece en edades avanzadas
(Rodriguez et al., 2004). También se han descrito demencias en adultos jévenes como
efecto secundario de otros padecimientos como el VIH. La prevalencia de esta
demencia aumenta con la edad en donde 1,5-2 % entre los 65-69 afios; 5,5-6,5 % entre
los 75-79 anos y 20-22 % entre los 85-89 afios (Amarista et al., 2019).

Por lo anterior, se plantea al envejecimiento como un punto importante, el cual aumenta
la susceptibilidad a padecer demencias. El envejecimiento es un proceso universal que
aumenta la suceptibilidad a padecer demencias en donde diversos autores afirman que
comienza después del nacimiento y se mantiene durante la vida (Brickkel et al., 2004;
Geerlings et al., 2009, Gorelick et al., 2013) y se caracteriza por la pérdida progresiva
de funciones y capacidades de células, tejidos, érganos y moléculas (Limon et al., 2006;
Bermejo, 2010; Limon et al., 2011). Varios estudios relacionan al envejecimiento con
un desequilibrio en la homeostasis producido por el aumento del estrés oxidativo (Ray
et al., 2012) resaltando la relacion del envejecimiento con patologias crénico
degenerativas (Oswald et al., 2018; Pomatto et al, 2018), que conducen a la

insuficiencia de los érganos y a la muerte (Rink, 2011).

Por otra parte, se han estudiado la existencia de alteraciones metabdlicas en donde un
punto importante es la teoria de los radicales libres (RL) y el decremento en la tasa de
vida, en donde el estrés oxidativo es crucial en el envejecimiento (de Jeager, 2018).
Concordando con la nocion de que en la mayoria de las especies con un metabolismo
elevado tienden a envejecer mas rapidamente y tener una vida mas corta, atribuyendo
la senescencia celular al consumo de energia. Este concepto se fundamenta en el
aumento de la generacion de radicales de oxigeno, conocidos como especies reactivas
de oxigeno (ROS), causando dafios importantes en la célula y sus componentes
principalmente al DNA (Gerasymchuk et al., 2020; Idda et al., 2020). Ademas, se ha
sefalado que el envejecimiento a través de cambios genéticos y la inestabilidad de
biomoléculas clave como el ADN, ARN, proteinas, carbohidratos y lipidos, formulando
la teoria del dafio del envejecimiento (DamAging por su tratado en inglés). Afirmando
que estos danos contribuyen a las alteraciones y enfermedades relacionadas con la
edad, llevando a una reduccion en la esperanza de vida y la salud (Zampino et al.,
2020; Gu et al., 2020). Se senala que las modificaciones en la sintesis de biomoléculas
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constituyen algunos de los cambios fisioldgicos en los tejidos envejecidos (Kamal et al.,
2020).

La respuesta celular a estimulos ambientales también esta relacionada con este
fendmeno, ya que las células enfrentan continuamente diferentes tipos de estrés
(Schafer et al., 2020). Dependiendo del tipo de célula, la naturaleza y la intensidad del
estrés, la respuesta celular puede seguir tres rutas principales: reparacion de
organelos, apoptosis o senescencia (Li et al., 2020). La senescencia se caracteriza por
una pérdida prolongada y estable de la capacidad de proliferacion celular, aunque la
actividad metabdlica y la viabilidad celular permanecen detenidas. Este estado ocurre
en células sometidas a un alto nivel de estrés, pero no lo suficiente como para ser
citotoxico, y que no logran reparar completamente el dafio acumulado por los factores
estresantes (Esteves et al., 2020). Este mecanismo contribuye al envejecimiento al
generar cambios tanto en la morfologia como en la funcién celular, lo que se conoce
como el Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia (SASP, por sus siglas en inglés)
(Lulkiewicz et al., 2020).

El ADN mitocondrial (ADNmt) acumula diversas mutaciones y deleciones por el
deterioro de su funcion, intensificandose con el envejecimiento (Peters et al., 2017). El
ADNmt sufre dafio oxidativo (Chu et al., 2020), lo que representa un obstaculo a su
replicacion y renovacion (Renson et al., 2020). Teniendo asi una disminucion en la
produccion de energia celular aunado a un aumento de las especies reactivas de
oxigeno (ROS), confiriendo un fenotipo envejecido que finalmente desemboca en
enfermedades crénico degenerativas relacionadas con la edad que afectan
principalmente la funcidn cognitiva (Tuttle et al., 2020).

La funcién cognitiva se describe como el funcionamiento integral de la percepcion,
atencion, habilidades vizuales y espaciales, orientacion, memoria, lenguaje y calculo,
los cuales experimentan un deterioro variable con el paso del tiempo (Bennett et al,,
2006):

1. Funciones de la memoria que se mantienen relativamente estables:

a. Memoria semantica: Se define como la retencion de hechos y conocimientos

generales sobre el mundo permanece constante, especialmente si esa informacion

se utiliza frecuentemente (Albert et al., 2007).
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b. Memoria procedural: Esta memoria se refiere a las habilidades y habitos, en
donde rsaltan actividades como nadar, manejar e inclusoalmacena y gestiona
informacion de como realizar ciertas acciones. En términos generales, los adultos
mayores suelen necesitar mas tiempo para aprender nuevas tareas (Albert et al.,
2007; Luo, 2008).

2. Funciones de la memoria suceptibles por el envejecimiento:

a. Memoria de trabajo: Este tipo de memoria involucra la retencion y manipulacion
de informacién mientras se realizan otras tareas, también abarca la velocidad de
procesamiento, memoria y aprendizaje verbal y visual espacial, siendo la mas
afectada durante el envejecimiento (Crook et al., 2006).

b. Memoria episoédica: Es la memoria relacionada con los eventos de las vivencias
(experiencias). En la memoria de trabajo y episddica las cuales se caracterizan por
ser mas sencibles al deterioro con el envejecimiento (suceptibilidad) (Albert et al.,
2007).

c. Memoria prospectiva: Implica la capacidad para recordar y llevar a cabo una
accion futuramente (Crook et al., 2006).

1.3.3 Parkinson
La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa con
mayor prevalencia en el mundo después de la EA (Archibald et al., 2011). Es un
proceso degenerativo cerebral que afecta principalmente a las neuronas
dopaminérgicas, la cual utiliza la dopamina como neurotransmisor y desempefia un

papel fundamental en el control del movimiento (Avila, 2020).

El nombre "Parkinson" se debe al estudio de James Parkinson, quien describié sus
sintomas principales en su ensayo "Un ensayo sobre el temblor de paralisis" de 1817.
Reconocio que la enfermedad tiene componentes genéticos y ambientales, ademas de
identificar sintomas dentro de las que se encuentra el delirio, trastornos del suefio,

incontinencia urinaria y estrefimiento (Teny, 2015).

La EP es un trastorno de naturaleza multifactorial con una diversidad sintomatoldgica,

en donde se incluyen los sintomas no motores, en donde encontramos la pérdida de
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memoria, alteraciones en los ciclos de suefio y estados de animo, los cuales anteceden
al diagnéstico de la EP (Figura 3) (Padilla et al., 2023).

Enfermedad de Parkinson
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Figura 3. Sintomatologia de la enfermedad de Parkinson. Varias alteraciones de

tipo no motoras (izquierda), son antecedentes importantes para

diagnosticar

clinicamente el deterioro motor de la EP (derecha) (Padilla et al., 2023).

Durante el envejecimiento se presenta la muerte de una gran parte de neuronas

dopaminérgicas (48-56 %), pero en la EP su pérdida es drastica (70-87%), debido a el

dafio a la proteina a-sinucleina (a-sin) (Merello, 2019). La a-sin es necesaria para

diversos procesos neuronales como la liberacidn de neurotransmisores y el

funcionamiento de la sinapsis (Chaudhuri et al., 2011), la a-sin puede tener

plegamientos incorrectos modificando su estructura, formando agregados proteicos
(Figura 4) (Parada et al., 2012).
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Figura 4. Caracteristicas neuropatolégicas que conllevan a las alteraciones
motoras de la enfermedad de Parkinson. (Izquierda). Representacion de la actividad
de las neuronas dopaminérgicas, destacando los procesos de sintesis y liberacion de
dopamina, junto con el mantenimiento funcional y la degradacion adecuada de la
proteina a-sin. (Derecha). Bajo condiciones patolégicas, como en la enfermedad de
Parkinson (EP), se producen fallos en el plegamiento de a-sin, que se acumula en forma
de cuerpos de Lewy, desencadenando la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas (Padilla et al., 2023).

Las neuronas dopaminérgicas de la SNPC son particularmente sencibles a los
agregados de a-sin en la EP (Galindo et al., 2016), presentando prolongaciones
llamadas arborizaciones axonales que a diferencia de células dopaminérgicas (como
las del ATV), requieren mayor cantidad de energia para su funcionamiento (UNAM,
2020).Estudios post mortem en cerebros de pacientes con la enfermedad han revelado
un aumento en los niveles de lipoperoxidacién, asociado con un incremento en los
niveles de hierro en la SNpc (Dexter et al., 1991). Ademas, se ha observado una
disminucién en los sistemas antioxidantes y un bajo contenido de GSH en el liquido

cefalorraquideo de estos pacientes (Boll et al., 2008).
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1.3.4. Esclerosis multiple

La enfermedad de Esclerosis Multiple (EM) es referida como una enfermedad
autoinmune que afecta a las células pertenecientes al sistema nervioso central y se
estima que afecta a alrededor de 2.4 millones de personas en todo el mundo (MSIF,
2013). Se caracteriza por tener un curso crénico en la presencia de procesos
inflamatorios y desmielinizantes, generando areas de lesion. Estas lesiones causan
deterioro en la transmisién neuronal, lo que conduce a una variedad de signos y
sintomas (Lucchinetti et al., 2000), incluyendo fatiga, dolor, espasticidad, disfuncién
vesical, déficit cognitivo, deterioro del equilibrio y la movilidad, entre otros (Sadovnick,
20009).

La causa exacta de la Esclerosis Multiple (EM) aun no se comprende completamente,
pero se cree que tanto factores genéticos como ambientales desempefian un papel
crucial en su desarrollo y progresion (Morrissey et al., 1993). Se cree que estos factores
desencadenan una respuesta inmune anormal que lleva a la destruccion de la mielina,
la formacion de lesiones inflamatorias y la degeneracion neuronal (Debouverie et al.,
2007). Dentro de los principales factores de riesgo se han identificado infecciones
virales por el virus Epstein-Barr, sexo femenino, poca disposicién a la vitamina D,
tabaquismo, predisposicion genética, vivir en latidues altas, e incluso nacer en mayo
(Okuda et al., 2009).

La EM se presenta en varias formas clinicas, que incluyen el Sindrome Clinico Aislado
(SCA), la forma Remitente Recurrente (RR), la forma Secundaria Progresiva (SP) y la
forma Primaria Progresiva (PP) (Figura 5) (Sadovnick, 2009). Debido a la variedad de
sintomas y discapacidades asociadas con las areas afectadas del sistema nervioso
central, la EM puede causar discapacidades significativas en los adultos,

especialmente en las mujeres (Tintoré et al., 2000).
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Figura 5. Formas clinicas de la EM. La EM afecta diferentes carteristicas a través del
tiempo en sus diferentes formas clinicas, que van desde un decremento del volumen

cerebral hasta un aumento en la discapacidad cognitiva (Sadovnick, 2009).

Debido a su diversidad etioldgica, esta patologia se fundamenta en tres aspectos
principales: inflamacion perivenosa, desmielinizacion y gliosis. La mielina esta
compuesta por varias proteinas, como la proteina basica de la mielina, el proteolipido
de la mielina, la glicoproteina oligodendrocitica de la mielina y la glicoproteina asociada
a la mielina. Cuando la mielina se destruye, por ejemplo, durante una infeccion, estas
proteinas se liberan. Posteriormente, el sistema inmunoldgico las identifica y responde
a ellas (Sadovnick, 2009).

1.3.5 Huntington

Estudiada y descrita por vez primera en el afio de 1872 por el doctor George
Huntington, la enfermedad de Huntington (EH) se define como un trastorno
neurodegenerativo autosomico de tipo dominante hereditario (Kahlem et al., 1998),
cuya caracteristica principal es la presencia de movimientos involuntarios, junto con
anomalias en el movimiento voluntario. También se observa pérdida cognitiva y
trastornos psiquiatricos (Bonelli et al., 2006). Los sintomas suelen manifestarse
normalmente entre la cuarta o quinta década de del individuo (Polidori et al,
1999;Tabriz et al., 1999), dentro de los principales sintomas encontramos movimientos

no controlados e involuntarios, alteraciones tanto conductuales como psicoldgicas y
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dafo gradual de las funciones intelectuales (demencia) (Zadori et al., 2009).
Generalmente, los movimientos involuntarios en la cara, manos y hombros son uno de
los primeros signos y suelen anteceder al desarrollo de esta demencia (Valdes et al,,
1993). Es poco comun que estos movimientos falten en etapas avanzadas de la
enfermedad. La progresion de la enfermedad varian ampliamente entre individuos
(Roze et al., 2008).

La prevalencia de EH es variante en diferentes regiones del mundo, con informes que
indican que en varias poblaciones afecta a cinco a diez personas por cada 100.000
habitantes, con una incidencia que abarca a ambos sexos (Luthi et al., 2003; Vasquéz
et al., 2011).

Se han realizado ensayos mediante electrotransferencia e inmunodeteccion de
fracciones nucleares donde se han analizado el estriado y la corteza de pacientes con
enfermedad de Huntington revelando que los agregados proteicos del nucleo y del
neuropilo se componen por un N-terminal de 40 kDa (Bogdanov et al., 2001; Vasquéz
et al., 2011). La huntingtina tiene una expresion de tipo constitutiva y es localizada de
manera subcelular en diversos compartimentos, asociada con el aparato de Golgi,
reticulo endoplasmico y mitocondrias. La huntingtina es parte de la dinactina, el cual
esta colocalizando en microtubulos e ineractia de manera directa con la enzima
tubulina-B, sugiriendo asi tener una actividad en el transporte vesicular enl
citoesqueleto (Figura 6) (Ciencia UNAM, 2009). Por otra parte se ha estudiado y
demostrado que la proteina tiene una actividad en la endocitosis , siendo mediada por
clatrinas, esto en ell transporte neuronal y en las vias integradas en la sefalizacion
postsinaptica; ademas, de proteger a las neuronas del estrés que genera apoptosis,
definiéndolo como factor prosupervivencia (Pefia, 2004).

27




r

Enfermedad de
Huntington ) @

Mutacién
identificada en
el brazo corto
delcromosoma 4

. Sin
mutacion
enel
cromosoma
-

50%
con probabilidad
de heredary
desarrollar ia
enfermedad
de Huntington,

Cromosoma 4

Riesgoalto

- Riesgo bajo

Debido a la mutacion, la huntingtina
se modifica y pierde su funcién reguladora.
Promueve alteraciones
a nivel celular matando neuronas.

Figura 6. Alteraciéon de la huntingtina y daino cerebral. A) Mutaciones que
corresponden a la alteracion de la huntingtina y probabilidad de padecer EH al tener
identificada la mutacion que se traducen en B) alteraciones producidas por Huntington,
en un individuo con EH (imagen izquierda) se observa atrofia del nucleo caudado, la
imagen derecha corresponde a un individuo control normal (Pena, 2004; Ciencia
UNAM, 2019).

1.4 Causas de las enfermedades neurodegenerativas

1.4.1 Radicales libres y especies reactivas

Dentro de las principales causas de las END se encuentran los radicales libres (RL)
son moléculas que se caracterizan por tener un electrén no apareado, lo que los
convierte en especies de vida corta y altamente reactivas (Ames et al., 1993). Esta
reactividad les permite interactuar con otras moléculas, produciendo un dafio oxidativo
en las células. Los RL son difusibles y se producen por diferentes mecanismos entre
los que destacan: la cadena respiratoria mitocondrial y las reacciones de oxidacion, por
lo que producen dafo celular (oxidativo), al interactuar con las principales biomoléculas
del organismo (Adam, 2005; Turrens, 2013).
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Dentro de las especies reactivas incluyen a las de oxigeno (ROS), hierro (RIS), cobre
(RCS) y nitrogeno (RNS) (Tabla 1) (Fernandez et al., 2009), se forman como
subproductos del metabolismo de los radicales libres. Aunque no todas son radicales
libres en si mismas, estas moléculas oxidantes tienen la capacidad de convertirse
facilmente en radicales libres, lo que las hace altamente perjudiciales para las células
(Gilbert et al., 2003). Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular.
Entre las células relacionadas con la produccién de radicales libres del oxigeno
tenemos a los neutrofilos, monocitos, macrofagos, eosindfilos y las células endoteliales
(Haliwell, 1999).

Tabla 1. Clasificacidon y abreviatura de los radicales libres (Fernandez et al.,

2009)

Clasificacion Radical libre Abreviatura

Especies reactivas del oxigeno Oxigeno singulete [0}
[6n superéxido 0,
Radical hidroxilo OH'
Perdxido de hidrégeno H.O0,
Radicales alcoxi y peroxi ROy ROO*
Radical hidroperoxilo ROOH*

Especies reactivas del nitrogeno Oxido nitrico NO*
Dioxido nitrico NO,*
Peroxinitrito ONOO™

Especies radicales del azufre Radical tiilo RS

Especies reactivas del cloro Acido hipocloroso HOCI

1.4.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se sefiala como una de las posibles causas en las enfermedades
neurodegenerativas (Martinez et al., 2010). Esto surge por a un desequilibrio en el
estado redox, que surge cuando la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
supera la capacidad del sistema antioxidante necesaria para neutralizarlas, resultando
asi en una acumulacion excesiva de ROS (Kim et al., 2015). En el caso del oxigeno, se
conocen varias especies reactivas que pueden causar dafio oxidativo en las células y
estan implicadas en diversos procesos fisiopatologicos, incluyendo enfermedades

neurodegenerativas.

Es vital mantener un equilibrio adecuado en la produccién y eliminacion de ROS
manteniendo una homeostasis celular (Kim et al., 2015). Las principales fuentes de
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produccion ROS incluyen la cadena de transporte de electrones mitocondrial, los

procesos de degradaciéon en peroxisomas, la NADPH oxidasa y el sistema del

citocromo P450. A niveles moderados, las ROS son esenciales para varias funciones

celulares importantes, como la produccion de energia, la sintesis de compuestos

esenciales para la fagocitosis (un proceso critico para el sistema inmunoldgico) y la

transduccion de sefiales, que es vital para la comunicacion y la funcion celular normal

(Imalay, 2003). El dafo celular producido por ROS genera una serie de reacciones que

contribuyen al estrés oxidativo (McCord et al., 2000) en las macromoléculas:

1.

Lipidos. Son moléculas con demasiado dafio a través de un proceso que se conoce
como peroxidacion lipidica, dafia las estructuras formadas por acidos grasos
poliinsaturados, alterando la permeabilidad de la membrana celular generando
edema y muerte celular (Imlay, 2003; Nystrom, 2003). La peroxidacién lipidica o
enranciamiento oxidativo presenta una forma de dafio histico que se desencadena
por el oxigeno, el peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Los acidos grasos
insaturados son componentes esenciales de las membranas celulares, por lo que
se cree son importantes para su funcionamiento normal; sin embargo, son
vulnerables al ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno
(Donaldson, et al., 2006).

Proteinas. Existe la oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina; formando entrecruzamientos de cadenas peptidicas,
y formando grupos carbonilos que pproceden a acumularse como indicadores de
dafo (Ames et al., 1993).

Acido desoxirribonucleico (ADN). Se producen procesos donde se involucra
mutaciones y carcinogénesis, en donde se observa disminucion o perdida de
expresion o sintesis de una proteina por dafio generado a un gen o grupo de genes
especificos, modificaciones de las bases, deleciones, fragmentaciones,
interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos cromosomicos Yy
desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes. El dafio se puede realizar
por la alteracion (inactivacion/perdida de algunos genes supresores de tumores que

pueden conducir a la iniciacion, progresion, o ambas de la carcinogénesis). Los

30




genes supresores de tumores pueden ser modificados por un simple cambio en

una base critica de la secuencia del ADN (Martinez et al., 2010; Funk el, 1998).

Todo lo anterior produciendo un dafo celular y eventualmente la muerte celular que
lleva a dafio tisular (Turrens, 2013). Ademas, las especies reactivas pueden provocar
la desmielinizacion de las neuronas, ruptura en las dendritas y por lo tanto alteraciones
en la comunicacion sinaptica, que compromete la funcionalidad del sistema nervioso
central (Lujan, 2014).

1.4.3 Estrés oxidativo en el cerebro
El cerebro es altamente sencible al estrés oxidativo, dentro de las razones principales

se encuentra:

1. El cerebro tiene una alta demanda de oxigeno debido a la relacion entre su
tamano y peso, constituyendo entre el 20 y 24% del consumo total de oxigeno
del cuerpo (aproximadamente), o que lo expone a un mayor riesgo de
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) debido al metabolismo
aerdbico.

2. Los metales oxido-reductores activos, como el hierro y el cobre, abundan en el
cerebro y participan activamente en la formacién de ROS. Estos metales facilitan
la produccion de radicales libres a través de reacciones como la de Fenton y
Haber-Weiss, aumentando el estrés oxidativo en el cerebro.

3. Las membranas pertenecientes a las células cerebrales estan compuestas por
altos niveles de acidos grasos poliinsaturados, que son altamente sensibles a la
peroxidaciéon lipidica por ROS. Esta peroxidacion dafa directamenta las
membranas celulares, comprometiendo asi la integridad estructural y funcional

de las células cerebrales.

En conjunto, estos factores hacen que el cerebro sea muy susceptible al estrés
oxidativo teniendo dafos a nivel molecular y celular lo que se refleja a nivel conductual
(Figura 7), contribullendo al desarrollo y progresion de diversas enfermedades
neurodegenerativas (Adams, 2005; Adams, 2010; Lujan, 2014; Kim et al., 2015; Bello
et al., 2022).
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Figura 7. Cambios conductuales, celulares y moleculares en las neuronas. Los
cambios a nivel molecular conducen a dafio celular en donde se reflejan cambios

conductuales en exposicion cronica a ROS (Bello et al., 2022).

En las enfermedades neurodegenerativas, como la EA (Gutiérrez et al., 2017) y la EP
(Parada et al., 2012), se produce una ruptura en el equilibrio entre oxidantes vy
antioxidantes, lo que lleva a una situacion de estrés oxidativo. Esta disfuncién esta
relacionada principalmente con la alteracion de la funcion mitocondrial, que conduce a
un aumento en la produccion de radicales libres en las células afectadas (Landete et
al., 2017).

En el caso especifico de la EA y la EP, se han identificado mecanismos patologicos
que contribuyen al estrés oxidativo. Por ejemplo, en la EA, la activacion de las oxidasas
NADPH por los péptidos -amiloide (AB) conduce a una mayor produccion de radicales
libres por parte de esta enzima (Rink, 2011). Estos radicales libres desencadenan
eventos que resultan en dafio oxidativo y contribuyen al deterioro neuronal
caracteristico de la enfermedad, la disfuncién mitocondrial y la activaciéon de vias
patoldgicas especificas, como la generada por los péptidos AB en la EA, contribuyen al
estrés oxidativo en las enfermedades neurodegenerativas, lo que desempefia un papel
importante en su progresion y patogénesis (Gutiérrez et al., 2017).
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1.4.4 Daino mitocondrial

Las mitocondrias son particularmente susceptibles al estrés oxidativo, ya que la
acumulacion de mutaciones somaticas en los genes que codifican proteinas de la
cadena respiratoria mitocondrial o reguladoras resulta en un deterioro de la fosforilacién
oxidativa (Molina, 2021). Esto conlleva a una disminucion en la produccién de Adenosin
Trifosfato (ATP) y una produccion anormal de ROS, lo que desequilibra las defensas
antioxidantes y produce estrés oxidativo. Por esta razon, la disfunciéon mitocondrial se

considera un mecanismo central en el proceso de envejecimiento (Von et al., 2021).

Durante el funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM), se produce la
reduccion tetravalente del oxigeno molecular (O2) a agua (H20) (Figura 8). Los
electrones son suministrados por el NADH o el succinato a los complejos | (NADH
deshidrogenasa) y Il (succinato deshidrogenasa), respectivamente (Kudryashova et al.,
2020).

La ubiquinona o también conocida como coenzima Q10, que acepta los electrones de
estos complejos, experimenta dos reacciones de reduccion para formar
ubisemiquinona y ubiquinol, recibiendo un electrén a la vez (ciclo Q) (Lulkiewicz et al.,
2020). Estos electrones luego son transferidos al complejo Ill (UQ-citocromo c
reductasa), al citocromo c y al complejo IV (citocromo C oxidasa), que finalmente los
utiliza para reducir el O2 a H20 (Stroik, 2021).

Matriz
mitocondrial

NADH, NAD ADP &
\ Fumarato oH* H,O Pi

o2 Succinato
o

g/

v Espacio

H* intermembranal H* H* L

Complejo | Complejo I Complejo Il Complejo IV ATP Sintetasa

Figura 8. El esquema muestra el flujo de electrones a través de la cadena

respiratoria. El flujo de protones a través de los complejos |, lll y IV y la produccién de
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ATP por la ATPsintetasa a partir de ADP y grupos fosfato, identificando a el complejo |

y la face intermedia entre el ciclo Q y el complejo Il (Abundis et al., 2005).

Sin embargo, la cadena respiratoria mitocondrial no es completamente eficiente y
puede resultar en la reduccion univalente del oxigeno (O2), lo que genera el radical
superoxido (O ). Se ha identificado que la interfaz entre el ciclo Q y el complejo Il es
un sitio donde se forma este radical, y mas recientemente se ha sefialado al complejo
| como otro posible formador al transferir electrones directamente al O2. Normalmente,
entre el 2% y el 4% del oxigeno consumido por la mitocondria se convierte en 0%~
aunque este porcentaje puede variar significativamente en condiciones patologicas. Por
este motivo, la mitocondria dispone de un sistema antioxidante importante para

contrarrestar estos efectos (Kale et al., 2020).

1.4.5 Antioxidantes

Los antioxidantes se defifnen como las moléculas que tienen la capacidad de
neutralizar los radicales libres y proteger las células del dafio oxidativo. El equilibrio
entre oxidantes y antioxidantes es crucial para mantener la homeostasis celular y
prevenir el dafio oxidativo que puede contribuir al desarrollo de diversas enfermedades.
Las células emplean varios mecanismos para restaurar el equilibrio redox después de
una exposicion a niveles elevados de radicales libres (RL) (Agrawal, 2011). La
exposicidn a especies reactivas de oxigeno (ROS) provoca la expresion de genes
antioxidantes y aumenta los niveles de glutation y aminoacidos libres para mantener la

homeostasis redox (Chu et al., 2020).

Dicho equilibrio intracelular entre oxidantes y antioxidantes esta regulado por un
sistema complejo que implica tanto la produccion de radicales libres como su
neutralizacion por antioxidantes (Rodriguez et al., 2004). La produccién de radicales
libres puede ocurrir en varias estructuras celulares, como las mitocondrias a través de
la cadena de transporte de electrones, el reticulo endoplasmatico, los peroxisomas vy
mediante diferentes enzimas como las NADPH oxidasas (NOX) y las oxidasas de
xantina (Camargo et al., 2018).
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Las ROS participan en procesos fisiologicos como la renovacién de membranas, la
mitosis, la migracion celular, la sintesis hormonal, la respuesta inmune y la inflamacion
(Rodriguez et al., 2004). Niveles disminuidos de ROS promueven la proliferacién
celular, mientras que niveles altos tienen efectos inhibitorios (Rink, 2011). Las ROS
también regulan el sistema inmunitario y activan genes especificos, como el factor de
transcripcion NF-kB, que controla respuestas inmunes e inflamatorias (Kim et al., 2015).
Las ROS actuan como mensajeros celulares, promoviendo la expresiéon de factores de
crecimiento y la activacion de proteinas reguladoras del hierro (Turrens, 2013). La
regulacion de la expresidn génica a través de mecanismos redox se lleva a cabo
mediante OxyR, que responde al peroxido de hidrégeno, y la tioredoxina (Trx), que
mantiene un ambiente intracelular reducido (Martinez et al., 2010).

La apoptosis es una muerte celular activa y no inflamatoria, caracterizada por la
fragmentacién nuclear y la formacién de cuerpos apoptéticos fagocitados por células
vecinas (Garcia et al., 2016). Las ROS pueden inducir apoptosis activando caspasas y
genes apoptoéticos. La necrosis, en cambio, es una muerte celular pasiva e inflamatoria,
provocada por lesion y exceso de calcio, que resulta en edema celular, ruptura de
membranas y activacion de procesos inflamatorios (De Rivero et al., 2007).

1.4.6 Balance antioxidante
Los antioxidantes son sustancias, ya sean naturales o sintéticas, que previenen o

retrasan el dafo celular neutralizando los radicales libres (RL). Cuando un antioxidante
colisiona con un RL, le cede un electron, oxidandose y tlo que le permite transformarse
en un RL débil y con cero toxicidad. La mayoria de los antioxidantes no suelen actuan
de esta manera; algunos enzimaticos aceleran reacciones quimicas que utilizan
sustratos que reaccionan con los RL (Fernandez et al., 2009). Por lo tanto, los
antioxidantes pueden ser enzimaticos o no. Se clasifican en enddégenos, como el
glutation (GSH), el superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatién
peroxidasa (GPX), que se encuentran en el organismo y son sintetizados por sus
células; y exogenos, como la vitamina C, la vitamina E y los betacarotenos, que

ingresan al cuerpo a través de la dieta (Abundis et al., 2005).
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1.4.6.1 Sistema glutation

El glutation es un antioxidante clave que consiste en un tripéptido de naturaleza no
proteica conformado por: glutamato, cisteina y glicina. Su concentracién dentro de las
células es un indicador del estrés oxidativo (Yariheygi et al., 2018). Principalmente,
existen dos formas importantes de glutation dentro de las células: la forma reducida de
sulfhidrilo (GSH) y la forma oxidada de disulfuro de glutation (GSSG) (Halliwell, 1996).
El glutation desempefia una actividad importante en la neutralizaciéon de especies
reactivas de oxigeno a través de una cascada coordinada de desintoxicacion, que
involucra a las enzimas: glutatién peroxidasas (GPx), las glutation S-transferasas (GST)
y la glutation reductasa (GR) (Rossi et al., 2002).

1.4.6.2 Glutation peroxidasa

El glutation se tiene actividad tanto en el citosol como en la mitocondria, lo que denota
la importancia como el sistema antioxidante por excelencia en situaciones de bajo
estrés oxidativo (Benner et al., 2011). El glutation peroxidasa (GPx) se refiere a una
familia de diversas isoenzimas (GPx1-8) que catalizan la reduccion del peréxido de
hidrégeno (H202) a agua utilizando el glutation como donante de electrones (Sakamoto
et al.,, 2014). En organismos como C. elegans, al igual que en humanos, existen
multiples genes que codifican para las diversas formas de la glutatién peroxidasa, como
gpx1-8) (Vajjala et al., 2012).

1.4.6.3 Superoéxido dismutasa (SOD)

La superéxido dismutasa (SOD) se refiere a una importante enzima que cataliza la
conversion del superéxido radical en peroxido de hidrogeno (H202), para después ser
neutralizado por otras enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), la glutation
peroxidasa (GPx) y las peroxirredoxinas (Prxs). Dicho proceso es esencial para
proteger a las células del dafo oxidativo causado por los radicales libres (Gilbert et al.,
2003).

En C. elegans, existen genes que codifican para la SOD, denominados sod-1 a sod-5.
De estos, SOD-1, SOD-4 y SOD-5 son isoformas de SOD que contienen tanto cobre
como zinc (Cu-Zn), mientras que SOD-2 y SOD-3 son isoformas que contienen
manganeso (Mn) (Jensen y Culotta, 2005; Yang et al., 2007; Doonan et al., 2008). Se

ha observado que SOD-1 contribuye aproximadamente al 80% de la expresion total de
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ARNm de SOD y al 80% de la totalidad de la actividad de SOD en C. elegans (Doonan
et al., 2008). La distribucidn diversa de la regulacion de los niveles de superoxido y
peroxido entre estas cinco isoformas de SOD, exsisten diferencias en las propiedades,
distribuciones subcelulares y tisulares, hace que C. elegans sea un organismo de
estudio particularmente util para investigar los diversos roles biolégicos de las SOD
((Martinez et al., 2010).

1.4.6.4 Catalasa (CAT)

La catalasa ddivide al peroxido de hidrogeno (H202) en agua y oxigeno. Estas enzimas
son homotetrameros teniendo un grupo hemo perteneciente a cada subunidad
(Raynolds, 2012). En el genoma de C. elegans, se encuentran tres genes dispuestos
en tandem que codifican para la catalasa (ctl-1, ctl-2 y ctl-3). La CTL-2 es una catalasa
peroxisomal que representa aproximadamente el 80% de la actividad total de la
catalasa. Ademas, muestra una actividad peroxidasa mas elevada que las catalasas
peroxisomales de mamiferos y tiene un pH 6ptimo mas bajo para su actividad (Singh
et al., 2019).

1.5 Modelos biolégicos para el estudio de enfermedades

Los organismos modelo son especies utilizadas para observar procesos biologicos
especificos. Estos organismos comparten caracteristicas genéticas bastante similares
a las de los humanos y por lo que son empleados comunmente en areas de
investigacion como la genética, la biologia del desarrollo y la neurociencia (Montero et
al.,, 2003). La seleccion de un organismo modelo se basa frecuentemente en su
facilidad de mantenimiento y reproduccién en laboratorios, asi como en ciclos de
generacion cortos o la capacidad de generar mutantes para estudiar rasgos o
enfermedades particulares (Fernandez, 2011). Existen diversas especies de
organismos modelo, cada una con su propio grado de complejidad y aplicaciones
especificas (Watanabe et al., 2014), dentro de los que podemos encontrar:

A. Modelos ex vivo. Estos modelos utilizan 6rganos, tejidos, células o fluidos
corporales de sujetos vivos o sistemas organizados que contienen células en su
interior, como los huevos que contienen gametos sin fecundar (Montero et al.,
2003). Estas muestras se colocan en un ambiente artificial que imita lo mas posible

las condiciones naturales. Este tipo de modelo tiene una duracion menor a las 24
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horas; de lo contrario, se consideraria un modelo in vitro. Los modelos ex vivo
estan en desarrollo como una alternativa antes de recurrir directamente a los
modelos in vivo(Rodriguez, 2006).

B. Modelos in vivo. Estos modelos emplean animales y se basan en lo que se
conoce como medicina comparada. Este enfoque fue descrito por primera vez en
el siglo VI por Alcmedn de Crotona y se refiere a las similitudes en caracteristicas
fisiologicas y de comportamiento entre los animales y los humanos
(Fernandez,2011). La seleccion de las especies mas adecuadas para la
investigacion varia, pero generalmente se guia por su similitud anatomica,
desarrollo social, cognitivo y la pregunta de investigacion. Entre los animales mas
utilizados en la investigacion biomédica se encuentran perros, gatos, cerdos,
caballos, primates, conejos, ratas, ratones, hamsteres y mas recientemente aves,

peces, insectos y algunos nematodos (Ohi, 2012).

En México, existen normas que protegen el bienestar animal (Montero et al., 2003),
como la NOM-062-Z00-1999 que establece especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio-

1.5.1 Modelos biolégicos en enfermedades neurodegenerativas

Se emplean diversas estrategias para crear modelos de enfermedades
neurodegenerativas (Gonzalez, 2018). Estas estrategias van desde el uso de
organismos de alta lonjevidad como modelos naturales, la exposicion a sustancias
quimicas que generan sintomas similares a la demencia, la creacion de modelos
transgénicos mediante la manipulacion génica, la induccién de dafio cerebral y la
simulacién de sintomas de demencia mediante electroshocks (Gitier, 2017). Ademas,
los avances en técnicas de cultivos celulares in vitro han posibilitado la generacion de
cultivos tridimensionales que imitan la estructura y funcion de tejidos humanos como el
cerebro (Katki, 2011).

Los modelos celulares son utilizados como una estrategia para minimizar la variabilidad
en los estudios (Tissenbaum, 2015). Su popularidad se debe a su requerimiento
reducido de espacio y su mantenimiento sencillo. Ademas, los cultivos célulares
humanos permiten un estudio de manera directa de los efectos de los farmacos en

investigacion. Sin embargo, una limitacion importante es que s6lo pueden observarse
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los efectos de los compuestos en un tipo de célula o conjunto de ellas, lo que impide
una evaluacién completa de la respuesta fisiologica debido a la falta de interaccién
entre tejidos y sistemas (Centeno et al., 2015; Carter et al., 2017). Ademas, en ciertos
casos, es primordial el tener que esperar hasta que el organismo envejezca para
evaluar las enfermedades y su etiologia, lo que puede llevar a una espera prolongada
mientras se expresan las mutaciones o genes insertados en transgénicos (Neff, 2019).

1.5.2 Caenorhabditis elegans como modelo de estudio en enfermedades

neurodegenerativas

El nematodo C. elegans es un organismo que generalmente no es paracitario el cual
fue utilizado por primera vez como modelo de investigacion en 1963 (Brenner, 1973),
ha sido un modelo experimental en multiples experimentos que han transformado
nuestra comprension de la biologia. Recientemente, las caracteristicas pertenecientes
a C. elegans han sido aplicados a enfermedades neurodegenerativas, como esclerosis
lateral amiotréfica, enfermedad de Alzheimer (Boccitto et al., 2012), enfermedad de
Parkinson (Orenstein et al., 2013) y enfermedad de Huntington (Orr y Zoghbi, 2007).

Puesto que tiene caracteristicas dentro de las que destacan: un corto ciclo de vida (25
dias a 20° C) (Figura 9) obteniendo resultados en un corto periodo de tiempo
comparado con otros organismos, contiene células neuronales (381 o un 72%) que
forman un sistema nervioso primitivo permitiendo asi realizar estudios de
comportamiento. El C. elegans responde de manera sencible al tacto, al sabor, olory a
la temperatura, ademas de presentar comportamientos bastantes complejos como:
apareamiento, comportamiento social, aprendizaje y memoria (Neff, 2019). También
tiene un gran numero de genes y proteinas homdlogas con el ser humano (se dispone
de un genoma secuenciado en su totalidad que comparte una homologia de casi un
70% con el humano). Ademas, de una anatomia transparente permitiendo el uso de
proteinas fluorescentes (como GFP)(Hammarlund et al., 2018).
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Figura 9. Ciclo de vida de C. elegans. A. El ciclo de vida de C. elegans incluye una
fase embrionaria, cuatro etapas larvarias (L1-L4) y la adultez (estas fases estan
marcadas en gris claro). A una temperatura de 18°C, toma alrededor de 45 a 50 horas
desde la eclosion hasta alcanzar la fase adulta reproductiva. El tiempo que dura cada
fase de desarrollo (medido en horas) varia. Cuando se enfrenta a condiciones
ambientales adversas, el gusano puede entrar en una fase reversible de supervivencia
(Modificado de Altun, 2012). B. Micrografias de huevos puestos, estadios larvales y
adultos (Modificado de Fielenbach, 2018).

Este organismo es utilizado como modelo para investigar enfermedades
neurodegenerativas debido a la presencia de genes ortélogos al humano y a la
existencia de cepas transgénicas (Shaye, 2011). Se han desarrollado modelos en los
que se inhibe la funcion de ciertos genes asociados con la actividad mitocondrial, asi
como modelos transgénicos que sobreexpresan la proteinas asociadas a demencias,
por ejemplo, en la cepa CL2006, la movilidad del nematodo se ve afectada por la
acumulacion agregada de péptidos R-amiloide en el tejido muscular, lo que impide su
movimiento sinuoso caracteristico (McColl et al., 2009; Bishop, 2010).
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Como se ha destacado anteriormente, no existe un modelo de estudio perfecto. Con el
aumento en los casos de demencia en todo el mundo, se sugiere emplear un modelo
que permita obtener una apegacion a efectos fisiologicos de los tratamientos

especificos o farmacos en la enfermedad de interés (Giraldo, 2010).

1.5.2.1 Estrés oxidativo de Caenorhabditis elegans

El nematodo C. elegans, al igual que los mamiferos, cuenta con procesos de defensa
contra el estrés definidos ampliamente para protegerse de productos toxicos (Van et
al., 2010). Dichas vias de sefalizacion y los mecanismos de regulacion se conservan
a lo largo de la evolucion, al igual que sus homodlogos en mamiferos (Tissenbaum,
2015). Por lo anterior, C. elegans es un modelo prometedor para investigar la regulacion
de genes involucrados en la expresion de genes de respuesta al estrés (Murphy et al.,
2003).

Recientemente, se ha centrado la atencion en los factores de transcripcidén altamente
conservados DAF-16 (en humanos FOXO) y SKN-1(en humanos Nrf2) (Blackwell et al.,
2015) debido a su papel asociado en la respuesta al estrés oxidativo y en la
prolongacion de la vida en C. elegans (An, 2003). Dichos procesos regulan la
transcripcion de genes de desintoxicacion esenciales como sod-3 y gst-4 (Wang et al.,
2014), que codifican para la proteina antioxidante superéxido dismutasa extracelular
(Shore, 2013) y la enzima glutation transferasa, promoviendo asi la resistencia al estrés
oxidativo (Figura 10) (Oliveira et al., 2009).

La via IS (via de sefalizacion de insulina e IGF-1) es una cascada de sefalizacion que
incluye péptidos similares a la insulina (ILP), un receptor de insulina/IGF-1 (DAF-2), una
fosfoinositido 3-quinasa (AGE-1/AAP-PI3K), quinasas de serina/treonina (PDK-1, AKT-
1y AKT-2), y el factor de transcripcion Forkhead Box O (DAF-16) en C. elegans. DAF-
16/FOXO es fosforilado como resultado de la sefalizacidn mediada por las quinasas
AKT, que responden a sefales de insulina o IGF. Esta fosforilacion permite que DAF-
16 sea secuestrado en el citoplasma mediante proteinas 14-3-3, lo cual inhibe a FoxO
y reduce la longevidad (Brunet et al., 1999). Por lo tanto, cualquier mutacién en los
genes de esta via, como en el receptor de insulina daf-2/IGFR o en los transductores
de sefal age-1, pdk-1, akt-1 y akt-2, produce mutantes con una mayor esperanza de
vida en comparacion con el tipo salvaje. Este mecanismo depende de la actividad de
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DAF-16, ya que las mutaciones nulas de daf-16 pueden suprimir completamente el
aumento de longevidad en estos mutantes. No es sorprendente, entonces, que los
reguladores negativos de la via IS, como DAF-18/PTEN y PPTR-1/PP2A, presenten
una longevidad reducida, dado que DAF-18/PTEN, como fosfatasa lipidica, antagoniza
a PI3K, mientras que PPTR-1/PP2A desfosforila las quinasas AKT, afectando asi la
distribucion de DAF-16/FOXO (Solari et al., 2005; Padmanabhan et al., 2009). Otros
genes que actuan en etapas anteriores de la via IIS, como unc-31, unc-64, unc-18 y
unc-13, también modulan la longevidad de manera dependiente de daf-16
(Mukhopadhyay et al., 2006). Cualquier situacion de estrés que interrumpa la via IIS,
como la restriccion alimentaria, impide que las sefales lleguen a DAF-16/FOXO, lo que
aumenta la actividad transcripcional de DAF-16/FOXO mediante su translocacién al
nucleo. Esto puede promover o reprimir la expresion de ciertos genes, activando la
resistencia a diferentes tipos de estrés y prolongando la vida util del organismo (Villa et
al., 2023).
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Figura 10 DAF-16/FOXO integra senales de diferentes vias para modular el
envejecimiento y la longevidad. Las moléculas similares a la insulina se unen al
receptor DAF-2 para conducir a la activacion de la via PI3P compuesta por AGE-1/AAP-
1, PDK-1 asi como AKT-1/2, que inhibe la translocacion de DAF-16/FOXO al nucleo
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por fosforilacion. DAF-18/PTEN y PPTR-1/PP2A regulan negativamente la via IIS
mediante el antagonismo de las quinasas AGE-1/AAP-1 y AKT respectivamente.
Ademas, la actividad de JNK aumenta bajo estrés oxidativo y AMPK se activa cuando
la relacion AMP/ATP es alta y ambas cinasas fosforilan posteriormente DAF-16 para
promover su actividad. Las sefiales procedentes de la linea germinal, especialmente
en ausencia de ésta, DAF-16/FOXO serian activadas por KRI-1 o por mir-7. La via TOR
es parcialmente dependiente de DAF-16 en el complejo de TORC1-DAF-15/Raptor
junto con Rag GTPasas como RAGA-1/RAGC-1, RHEB-1/Rheb y a su vez, DAF-
16/FOXO también podria inhibir la expresion del coactivador de TORC1 daf-15/Raptor
(Valle et al., 2023).

1.6 Tratamientos para las enfermedades neurodegenerativas

1.6.1 Tratamientos farmacolégicos

Si bien en la actualidad no hay cura para la END, existen farmacos que pueden ayudar
a controlar o retrasar la progresion de estas enfermedades. Algunos tratamientos
promueven el control de la agitacion, y sintomas psicoticos (alucinaciones o delirios)
(Rodriguez et al., 2004) que pueden ocurrir cuando la enfermedad progresa; sin
embargo, estos farmacos generan efectos secundarios que perjudican la calidad de

vida de los pacientes, entre estos medicamentos se encuentran los siguientes:

Tabla 2. Tratamientos farmacolégicos para enfermedades neurodegenerativas.

Medicamento Clasificacion Uso en Efectos Bibliografia
patologias secundarios
Namenda® Inhibidor del Demencias, Veértigo, cefalea, Chen et al.,
(Memantina glutamato Alzheimer, alucinaciones, 2017,
clorhidrato) Parkinson. depresion, Metanalisis of
somnolencia, Alzheimer.

taquicardia, costo,

etc.
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Exelon® Inhibidor de la
(Rivastigmina) degradacion de

acetil colina

Carbidopa® Dopaminérgico/
(Levodopa) inhibidor de

carboxilasa

Demencias,
Alzheimer,

Parkinson.

Demencias,
Parkinson,

encefalitis.

Pérdida de apetito,
pérdida de suenio,
depresion,
problemas
estomacales,
dificultad para orinar,
costo, etc.
Confusion,
taquicardias, pérdida
de suenio,
nerviosismo, dolor
de cabeza, costo,

etc.

Williams et
al., 2009,

Neurology.

Colins et al.,
2014,
Pharmacology
and the
Nursing

Proces.

Es por ello que se han buscado alternativas naturales, las cuales ayuden a retrasar la

progresion de las enfermedades neurodegenerativas, sin que desencadenen efectos

secundarios como los ya antes mencionado (Fernandez et al., 2009).

1.6.2 Estilo de vida como prevencion

Se han descrito algunos pasos que favorecen la buena salud del cerebro en general,

adaptables al estilo de vida y que pueden servir como prevencion y/o coadyuvar a un

mejor control cuando ya esta presente la enfermedad y retrasarla con una mejor calidad

de vida (Gonzalez, 2018):

1. No fumar.

2. Tener un control en los factores de riesgo cardiovascular, idonde se toma en

cuenta la hipertension arterial, el colesterol alto y la diabetes.

3. Tener una alimentacion equilibrada, que incluya gran cantidad de verduras,

frutas y proteina magra, especialmente fuentes proteicas que contengan

acidos grasos omega-3.

4. Realizar actividad fisica, lo cual incluye realizar ejercicio aerobico vy

mantenerse socialmente activo.

5. Mantener un peso saludable.

6. Usar habilidades cognitivas, como las habilidades de memoria.
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7. Evitar golpes en la cabeza, pues podrian generar lesiones graves.

8. Tratar la pérdida gradual o total auditiva.

9. Limitar el ingerir de bebidas alcohdlicas.

10. No dormir lo suficiente puede acarrear serias repercusiones para la salud. A
corto plazo, pueden manifestarse problemas como pérdida de concentracion,
fatiga o dolores de cabeza. Sin embargo, los efectos a largo plazo de un
suefo insuficiente o de mala calidad son aun mas preocupantes. De hecho,
es crucial un buen descanso para prevenir enfermedades neurologicas
degenerativas como el Alzheimer o la demencia senil (Lujan, 2014). La
importancia del suefio radica en que, durante este periodo, el cerebro tiene
la oportunidad de eliminar proteinas amiloides, que basicamente son
desechos. Cuando no se duerme lo suficiente, estos residuos se acumulan.
Aunque las consecuencias a largo plazo no estan completamente claras,
investigaciones recientes sugieren que puede haber un dafio neuronal y, por

lo tanto, un mayor riesgo de desarrollar Alzheimer (Turner et al., 2014).

1.6.2.1 Actividad fisica

Diversos autores coinciden en que el ejercicio regular puede mejorar la funcion
cognitiva (Moreno et al, 2019), retrasar la manifestacion de la demencia y otras
enfermedades neurodegenerativas y mejorar la calidad de vida de los afectados
(Gomes et al., 2015). El ejercicio fisico desencadena una serie de cambios en el
cerebro, que incluyen el aumento del flujo sanguineo cerebral, la ampliacion del
volumen sanguineo en el cerebro y el proceso de angiogénesis (Eriksson et al., 1998).
Estos cambios en el cerebro resultan en un aumento del suministro de oxigeno y
glucosa, una mayor disponibilidad de nutrientes, la promocion del crecimiento celular y
la estimulacion del proceso de eliminacion de desechos metabdlicos como la -
Amiloide, relacionada con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Ahlskog et al.,
2011).

Ademas, el ejercicio fisico impulsa un proceso de neuroplasticidad adaptativa en el
cerebro. Este proceso implica la creacion de nuevas conexiones neuronales
(neuroplasticidad), la formacion de nuevas neuronas (neurogénesis), la eliminacion de
conexiones neuronales antiguas y desadaptativas (apoptosis) y la creacion de nuevos
vasos sanguineos en el cerebro (angiogénesis). Se ha demostrado que el ejercicio
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fisico es fundamental en la neurorehabilitacion, ya que mejora procesos cognitivos
basicos como la atencién, la percepcion y la memoria, asi como procesos cognitivos
mas avanzados como el aprendizaje., (Hamer, 2009). Todo esto sugiere que el ejercicio
fisico podria tener efectos preventivos con respecto al deterioro cognitivo relacionado
con la longevidad (Altman, 1965).

1.6.2.2 Alimentacion

El tener una dieta balanceada entre los macronutrientes, rica en vitaminas y minerales
previene la aparicidon de todo tipo de enfermedades, ya que no solo aporta nutrientes
necesarios, sino que también ofrece beneficios al metabolismo, reflejandose en una
buena salud. Se plantea que el ingerir una dieta baja en grasas saturadas, consumir
pescados ricos en acidos grasos omega 3 al menos 2 a 3 veces por semana y reducir
la ingesta de acido linoleico (contenido en mantequilla y productos lacteos no
desnatados), han demostrado ser eficaces en el tratamiento y prevencién de varias
enfermedades tales como las cardiovasculares (Ortega et al, 2016),
neurodegenerativas (Corsi et al., 2016), artritis reumatoide (De la Concepcion, 2017),

cancer e Isquemias (Siverley et al., 2016).

1.7 Nutracéuticos en el tratamiento de enfermedades crénico degenerativas

La palabra "nutracéutico" fue utilizada por primera vez en 1989 por el Dr. Stephen
DeFelice, presidente de la Fundacion para la Innovacion en Medicina (FIM)
(Hollingworth, 1997) y es un acronimo de los términos "nutricion" y " farmacéutico”. Un
nutracéutico se define como un suplemento dietético concentrado que se genera a
partir de una sustancia natural bioactiva encontrada en los alimentos. Este tipo de
suplemento proporciona un efecto favorable sobre la salud que supera el que tendria
el alimento en su forma normal (Best, 1997). Los nutracéuticos se obtienen a partir de
alimentos mediante métodos no desnaturalizantes y se presentan de diversas formas,

como pastillas, capsulas, jarabes, entre otras (Neff, 1997).

Por lo tanto, los nutracéuticos fortalecen la salud, teniendo un pappel de auxiliares en

el cuidado y mantenimiento de la salud, asi como en la prevencion de enfermedades y
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en la mejora de las funciones fisioldgicas del organismo (Arai, 1996), es decir, tienen
como objetivo prevenir y coadyuvar en enfermedades cronicas degenerativas (Lozano,
2005).

Existen diversos estudios sobre el uso de nutracéuticos que presentan efectos
neuroprotectores, como la luteina, carnitina, acido lipoico, vitaminas (biotina), etc.,
ademas, se ha reportado que las deficiencias de vitaminas correlacionan con
alteraciones metabdlicas como el aumento del estrés oxidativo, la resistencia a la
insulina, la disfuncion endotelial y el deterioro del metabolismo de la glucosa y los
lipidos, lo que conduce al desarrollo y la progresion de enfermedades crénico
degenerativas (Aguilera et al., 2022).

1.7.1. Clasificacion

La clasificacion de los nutracéuticos esta en relacion con los compuestos que

comparten similitudes tanto estructurales como funcionales (Biuret et al., 2009):

Probidticos: Los probidticos se refieren a microorganismos vivos que consumidos en
cantidades adecuadas, tiene efectos positivos en la fisiologia intestinal, promoviendo
asi la salud. Estos microorganismos se encuentran comunmente en alimentos lacteos,
como el yogur y comprenden bacterias beneficiosas como lactobacilos y
bifidobacterias. Entre los beneficios de los probibticos se incluye su capacidad para
ayudar en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales infecciosas, asi como
enfermedades cronicas intestinales como la colitis ulcerosa, tienen actividad
moduladora del sistema inmunolégico, mejoran la biodisponibilidad de nutrientes vy
pueden contribuir a la mejora de enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2,
obesidad, osteoporosis y cancer (Corsi et al., 2016).

Los efectos beneficiosos de los probidticos en el intestino se deben a su capacidad
para regular la microbiota intestinal y su aparente accion en la respuesta inmunoldégica.
Algunas de las bacterias responsables de estos efectos incluyen lactobacilos como
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. delbrueckii spp bulgaricus, L.
fermentum, L. reuteri, y bifidobacterias como Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B.
longum, B. breve, entre otros (Malagon, 2017).
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Vitaminas y minerales (macronutrientes): Los macronutrientes son los componentes
fundamentales de los alimentos que proporcionan estructura, calorias y energia, e
incluyen los carbohidratos, las grasas y las proteinas. Por otro lado, los micronutrientes,
aunque se consumen en pequefas cantidades, son esenciales para el cuerpo, ya que
no pueden ser sintetizados por el organismo. Por lo tanto, deben obtenerse a través de
la dieta para mantener niveles 6ptimos que promuevan el adecuado funcionamiento del
cuerpo, ya que participan en diversas reacciones metabdlicas. Entre estos
micronutrientes se encuentran las vitaminas y los minerales dentro de los que destacan:
Hierro, Calcio, Zinc (minerales), Complejo B (vitaminas) (Tiamina, Riboflavina,
Cobalamina, Biotina, Acido félico, etc) ( Reyna et al, 2005).

Los efectos benéficos de las vitaminas y minerales se deben a su participacion en rutas
metabdlicas como cofactores enzimaticos en diversas enfermedades que van desde el
cancer hasta el Alzheimer, en conjunto, las vitaminas y minerales desempefian un papel
crucial en la prevencion, manejo y tratamiento de diversas enfermedades,
contribuyendo a la salud general y al bienestar del organismo (Das et al., 2012; Jiménez
et al. 2015).

Antioxidantes: son moléculas cuya funcion es la de bloquear la formacion de radicales
libres y especies reactivas de oxigeno, previniendo asi enfermedades cuyo causante
son éstas, en donde se destacan el envejecimiento y END. Entre las sustancias
antioxidantes mas estudiadas y utilizadas se encuentran la vitamina C (encontrandose
en citricos), la vitamina E (siendo parte de los frutos secos y brocoli), compuestos
fendlicos (contenidos en café, vino tinto, té y cacao), saponinas ( se encuentran frijol,
soya, ajo y avena), inulinas (se encuentran en ajos y cebollas), aceites, acidos grasos
poliinsaturados (omega 3, 6, 9, contenidos en pescados, mariscos y aguacate) y
fosfolipidos (encontrados en huevo y semillas de girasol) (Hernandez et al. 2019).

Los antioxidantes juegan un papel crucial en la proteccion del cuerpo frente a diversas
enfermedades y en la promocion del bienestar general al reducir el estrés oxidativo,
mejorar la salud del corazodn, la piel, el cerebro y el sistema inmunoldgico (Morales,
2021).
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1.8 Acido lipoico

El alfa acido lipoico (AAL) es cofactor de enzimas implicadas en el metabolismo
energético, oxidando al acido piruvico mediante el complejo enzimatico piruvato
deshidrogenasa y en la oxidacién del a-cetoglutarato. Ademas de ser cofactor en la
oxidacion de aminoacidos como la leucina, isoleucina y valina (Hernandez, 2009).

Es un acido anfipatico, lo que significa que puede disolverse tanto en medios acuosos
como grasos, ganandose el nombre de "antioxidante universal" (Potosinos, 2019). Esto
le permite actuar a nivel intra y extracelular en cualquier parte del organismo (Sarno,
2004; Waitzberg, 2014). Diversos estudios preclinicos y clinicos han muestran que, en
concentraciones farmacologicas, tiene beneficios en diversas enfermedades crdnicas

degenerativas y enfermedades neurodegenerativas (Molz, 2017).

El acido lipoico se encuentra comunmente en las mitocondrias, unido a la subunidad
E2 y actua como coenzima para la piruvato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato
deshidrogenasa (McCall, 1987). Su alta reactividad se debe a la tension del enlace S-
S en el anillo disulfuro heterociclico. Aunque es relativamente estable como sdlido, el
acido lipoico polimeriza cuando se calienta por encima de su punto de fusion (47,5°C)

o bajo la influencia de la luz en solucién neutra.

Los humanos pueden sintetizar acido lipoico de Novo a partir de acidos grasos y
cisteina, pero en cantidades muy pequefias, por lo que es necesario obtenerlo de
fuentes externas (Lachance et al., 2001). Tanto el acido lipoico como el DHLA son
moléculas anfipaticas con propiedades hidrofilicas e hidrofobicas (Caro, 2007). Los
efectos biologicos del acido lipoico estan principalmente relacionados con sus
propiedades antioxidantes, pero también presenta actividades antimutagénicas vy
anticancerigenas (Ter, 1997). Bilska y colaboradores (2001) sugieren que los efectos
bioldgicos del acido lipoico pueden estar vinculados a su influencia en el metabolismo

del azufre y la actividad de la enzima mitocondrial rodanasa (Billska et al., 2001).

1.8.1 Estructura del acido lipoico
El acido lipoico, de igual manera llamado acido a-lipoico (ALA) (Lachance et al., 2001),
6,8- acido ditioctano, es un derivado de un acido graso octanoico. Se une

covalentemente a un fragmento especifico de lisina de la enzima con quien colabora;
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tambien llamado lipoamida (Garcia et al., 2005). El LA se visualiza como un sélido de
color amarillo y se encuentra estructurado por un terminal carboxilico y un anillo ditional.
Su estructura quimica esta formada por CgH1402S2, dos disulfuros ciclicos, dos grupos
funcionales (-SH) cuando se reduce y un grupo carboxilo, como se muestra en la Figura
11 (Goraca et al., 2011).

a-Lipoic acid (LA)

OH
S—S
Oxidized
Dihydrolipoic acid (DHLA)

OH

SH HS
Reduced

Figura 11. Formas del acido lipoico. Estado oxidado (A) y reducido (B) del acido

lipoico (Goraca et al., 2011).

Los grupos (-SH) se reducen y oxidan de forma alternativa, permitiendo asi al grupo
carboxilo unirse a la enzima formando una estructura de la coenzima, por lo regular se
encuentra unido (por enlace covalente) a la enzima por un enlace de tipo amida entre
sus grupos carboxilo y el grupo amino de la cadena lateral de una lisina (lipoamida)
(Chan, 2001). Con fines terapéuticos, la forma R suele administrarse como una mezcla
racémica de R-LA y S-LA (Ter, 1997), se ha estimado que es del 38% para la forma R
y del 28% para la forma R. la forma S (Flora, 2007). Sin embargo, no hay diferencia
entre los Se observaron concentraciones plasmaticas de R- y S-LA. después de la

administracion intravenosa.

1.8.2 Fuentes alimenticias e ingesta adecuada del acido lipoico

El LA se obtiene tanto de fuentes animales como vegetales, aunque se encuentra en
mayor concentracion en productos de origen animal. Los alimentos ricos en LA incluyen
carnes rojas y organos como higado, corazon y rifidn, donde se acumula debido a su
presencia en las mitocondrias de las células animales (Goraca et al., 2011). Entre las
fuentes vegetales mas abundantes estan la espinaca, el brocoli, los guisantes, los
tomates, las coles de Bruselas, las patatas y el salvado de arroz, aunque en cantidades
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mas bajas (McCall, 1987). En general, aunque esta presente en una variedad de
alimentos, la cantidad de acido lipoico en la dieta es relativamente baja comparada con
la que se obtiene mediante suplementos dietéticos (Packer, et al., 2001).

Se ha observado que una ingesta diaria de AL promueve un correcto funcionamiento
del metabolismo, puesto que se requiere del AL para la actividad enzimatica, entre otras
funciones en el cuerpo, es por eso que se tiene un requerimiento diario a partir de la
edad, puesto que cada cuerpo es diferente se requiere de diferente cantidad (Tabla 3)
(Flora, 2007).

Tabla 3: Requerimiento diario de acido lipoico por edades.

Edad Requerimiento (al dia)
De 0 a 5 arios 20 mg
De 5 a 14 afios 45 mg
Hombres mayores de 14 aios 60 mg
Mujeres mayores de 14 afios 67 mg
Mujeres lactantes 80 mg
Mayores de 65 afios 100 mg

1.8.3 Absorcion, metabolismo y eliminacién del acido lipoico

La absorcion del acido lipoico (LA) ocurre en el tracto gastrointestinal cuando se ingiere
por via oral. Su biodisponibilidad es relativamente baja por a la accidén del metabolismo
hepatico y su limitada solubilidad en agua. Se estima que entre el 20% y el 40% del LA
es absorbido, y su esta disminuye significativamente si se toma junto con alimentos.
Por lo que se recomienda ingerirlo en ayunas para maximizar su efectividad. La forma
R-lipoica (RLA), que es la que se encuentra de manera natural en los seres humanos
y tiene una mayor tasa de absorcion en comparacion con la mezcla racémica (RS-LA)
(Shay et al., 2009; Gorgca et al., 2011).

LA es metabolizado en el higado, principalmente a través de reacciones de beta-
oxidacion y conjugacion. Durante este proceso, el acido lipoico es reducido a su forma
activa, el acido dihidrolipoico, que actua como un antioxidante eficaz. Ademas, dentro

de las células, el LA participa en reacciones de reduccion y oxidacion, lo que le permite
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regenerar otros antioxidantes como la vitamina C y el glutation. EI metabolismo del
acido lipoico incluye la oxidacion de sus grupos SH a sulféxidos y la formacion de
fragmentos mas pequerios que luego son eliminados (Biewenga, Haenen & Bast, 1997;
Gorgca et al., 2011).

El proceso de eliminacion del LA se lleva a cabo principalmente por los rifiones.
Después de su metabolizacién en el higado, los productos resultantes son excretados
en la orina. Se estima que entre el 80% y el 90% del LA es eliminado en forma de
metabolitos oxidados, mientras que solo una pequeia porcidén se excreta en su forma
original. La vida media en plasma del LA es relativamente corta, que va de entre 30
minutos y una hora, lo que explica la rapida disminucién de los niveles de LA en sangre

después de su administracion (Biewenga, Haenen & Bast, 1997; Shay et al., 2009).

1.8.4 Funcién del acido lipoico como antioxidante

El acido lipoico es una coenzima clave en el metabolismo energético de las células. Se
deriva del acido graso octanoico y esta unido covalentemente a la lisina de proteinas
especificas, formando parte de complejos enzimaticos. Participa principalmente en
procesos como la descarboxilacion oxidativa de alfa-cetoacidos en el ciclo de Krebs,
es responsable de la conversion de glucosa en piruvato (no directamente en la
glucolisis) (Packer et al., 1997). Dentro del organismo, el acido lipoico se involucra en
la transformacion de la glucosa en energia para satisfacer las necesidades del cuerpo,
y se observa que imita algunas funciones de la insulina, mejorando la captacién de

glucosa por las células (Hernandez, 2009; Molz, 2017).

El &cido lipoico también es conocido como “el antioxidante universal” por su capacidad
para actuar en medios acuosos y lipidicos, permitiendole proteger tanto las membranas
celulares como los compartimientos intracelulares (Durand, 2013).

En su forma reducida, el dihidrolipoato, el acido lipoico neutraliza especies reactivas de
oxigeno como los radicales superoxido y ademas de tener un papel en la proteccion de
las membranas celulares por su interaccion con otros antioxidantes como el glutation y
la vitamina C. Asimismo, puede reciclar la vitamina E y reducir el hierro, evitando la

formacion de especies reactivas mas daninas (Goraca et al., 2011).
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La administracion de acido lipoico ha demostrado ser beneficiosa en varios modelos
de estrés oxidativo, como la isquemia, la diabetes, la formaciéon de cataratas, la
activacion del VIH y enfermedades neurodegenerativas, esto debido a su capacidad
para reducir el dafio oxidativo y mejorar el estado antioxidante de las células (Chan,
2001; McCall, 1987).

1.8.4.1 Funcién del acido lipoico en la regulacién de la expresién

genética a concentraciones farmacolégicas

El acido lipoico es fundamental en la regulacion genética a través de varias vias
celulares, impactando en la expresion de genes relacionados con el metabolismo
energético, la inflamacion y la respuesta antioxidante. Uno de los mecanismos mas
importantes es su activacion de la via del factor nuclear eritroide 2 relacionado con el
factor 2 (Nrf2), un regulador clave de los genes antioxidantes. El acido lipoico aumenta
la actividad de Nrf2, lo que induce la expresién de genes antioxidantes como la
superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa, lo que mejora la capacidad
de la célula para manejar el estrés oxidativo (Zhang et al., 2011). Por lo que, el acido
lipoico no solo actua directamente como antioxidante, sino que también potencia las
defensas celulares al aumentar la produccion de enzimas antioxidantes (Sen et al.,
2012).

El acido lipoico inhibe la via de NF-kB, el cual es un factor de transcripcion asociado
con la regulacion de genes proinflamatorios, como las citocinas (TNF-a e IL-1p3), lo que
reduce significativamente la inflamacién, lo que resulta beneficioso en condiciones
inflamatorias cronicas como la diabetes y las enfermedades cardiovasculares (Ziegler,
2012). Al reducir la actividad de NF-kB, el acido lipoico no solo mitiga la inflamacion,
sino que también protege contra el dafio oxidativo cronico que puede derivar de esta
(Sen et al., 2012).

Otro mecanismo crucial es la activacion de la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK), una enzima que regula el balance energético celular. El acido lipoico, al
aumentar la activacion de AMPK, promueve la oxidacion de acidos grasos, mejora la

captacion de glucosa y favorece la utilizacion eficiente de energia. Lo que tiene un
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impacto directo en la expresiéon de genes que controlan el metabolismo energético,
reduciendo asi el almacenamiento de grasa y mejora la sensibilidad a la insulina (Shay
et al., 2009; Zhang et al., 2013).

Varios estudios sugieren que el acido lipoico influye en la modificacion epigenética,
particularmente en la acetilacion y metilacion de histonas, alterando asi la accesibilidad
del ADN y la expresion génica. Estos efectos epigenéticos podrian tener implicaciones
importantes en enfermedades como el envejecimiento, el cancer y los trastornos
metabdlicos, aunque esta area de investigacion aun se encuentra en desarrollo (Sen et
al., 2012).

1.8.4.2 Modulaciéon de FOXO a traveés de la via PI3BK/AKT

El acido lipoico modula la via PISK/AKT, la cual, es una de las rutas de sefalizacion
intracelular mas importantes para la regulacion de la proliferaciéon celular, el
metabolismo y la respuesta al estrés oxidativo. Esta via inicia con la activacion de PI3K
(fosfatidilinositol 3-cinasa), que convierte el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP;) en
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP;). Este ultimo recluta y activa AKT (proteina
cinasa tipo B) al ser fosforilado por PDK1 y mTORC2. AKT, que una vez activado,
fosforila factores de transcripciéon como FOXO, lo que los mantiene fuera del nucleo y
bloqueando su capacidad para regular genes implicados en la reparacion celular, la
resistencia al estrés y la muerte celular programada (Zhao et al., 2019; Song et al.,
2017).

El acido lipoico regula esta via ya que disminuye la fosforilacion de AKT, por lo que
reduce su actividad, permitiendo asi la translocacién nuclear de FOXO. Esto es
importante en condiciones de estrés oxidativo, donde el AL actua como antioxidante,
reduciendo las especies reactivas de oxigeno (ROS) que de otro modo hiperactivarian
PI3K. De esta manera, el acido lipoico no solo controla la actividad de PI3K/AKT, sino
que también aumenta la funcion de FOXO como un regulador de la homeostasis celular
y la expresion de genes antioxidantes como SOD (superoxido dismutasa) y CAT
(catalasa), claves en la defensa celular contra el dafo oxidativo (Li et al., 2013; Packer
et al., 2001).
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En modelos experimentales, el acido lipoico ha tener efectos neuroprotectores al
mejorar la viabilidad celular, reducir la inflamacién y restaurar la funcion mitocondrial
en tejidos afectados por estrés oxidativo. Ademas, su capacidad para activar FOXO se
asocia con la regulacion de procesos relacionados con la longevidad, como la
reparacion del ADN, la autofagia y la regulacion energética. Estas propiedades hacen
del AL un candidato terapéutico prometedor en enfermedades neurodegenerativas y
condiciones asociadas al envejecimiento (Song et al., 2017; Zhao et al., 2019).

Existen evidencias experimentales que respaldan estos hallazgos, puesto que en
estudios in vitro, el AL disminuyo la fosforilacion de AKT en lineas celulares sometidas
a estrés oxidativo, favoreciendo la activacion nuclear de FOXO y la expresion de genes
antioxidantes. En modelos animales de neurodegeneracion, se observo que el AL
modula eficazmente la via PI3K/AKT, promoviendo la neuroproteccion al reducir el
dafio oxidativo y la inflamacién en el cerebro. Estos resultados subrayan la importancia
del acido lipoico como modulador de esta via clave y como un agente potencial para el
tratamiento de enfermedades relacionadas con el envejecimiento y el dafo celular (Li
et al., 2013; Zhao et al., 2019).

1.8.4.3 Senalizacién a través de la via AMPK

La proteina quinasa activada por AMP (AMPK) es una enzima que se activa en
situaciones de agotamiento de energia celular (Ozmen et al., 2006). Cuando se activa,
la AMPK aumenta la absorcion de glucosa, la oxidacion de acidos grasos y la

biogénesis mitocondrial (Ter Horst y Korf, 1996).

El acido lipoico ha sido identificado como un modulador de esta via, activando AMPK
en diferentes tejidos, especialmente en el musculo esqueléticoy el higado. La
activacion de AMPK por el acido lipoico ocurre a través de un aumento en la relacién
AMP/ATP, lo que indica una baja energética en la célula. Al activar AMPK, el acido
lipoico promueve la oxidacion de acidos grasos y mejora la captacion de glucosa, lo
que resulta en un aumento del metabolismo energético y una mejora en la sensibilidad
a la insulina (Zhang et al., 2013; Shay et al., 2009).

Ademas, la activacion de AMPK por el acido lipoico tiene

efectos antioxidantes y antiinflamatorios. Se ha observado que la via AMPK regula
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indirectamente la actividad de varias enzimas antioxidantes, disminuyendo los niveles
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y reduciendo el estrés oxidativo. Este
mecanismo es relevante en la proteccion frente a enfermedades relacionadas con el
metabolismo, como la diabetes tipo 2, la obesidad y las enfermedades cardiovasculares
(Kim et al., 2008; Zembron-Lacny et al., 2009).

La sefalizacién a través de AMPK también desempefia un papel en la mejora del perfil
lipidico y en la reduccién de los niveles de triglicéridos, lo que hace del acido lipoico un
potencial agente terapéutico en trastornos metabdlicos y relacionados con el
envejecimiento (Brites et al., 2017).

1.9 Biotina (Vitamina B7 / H)

La biotina, se define como una vitamina hidrosoluble parte importante del complejo B,
se encuentra principalmente en cereales, frutas y legumbres. En mamiferos, participa
en vias metabdlicas clave, teniendo la produccidon de azucares (gluconeogénesis), la
sintesis de los acidos grasos y la degradacion de algunos aminoacidos, actuando como
grupo prostético de varias carboxilasas: piruvato carboxilasa, propionil-CoA
carboxilasa, B-metilcrotonil-CoA carboxilasa y acetil-CoA carboxilasa (I y Il) (Riveron y
Fernandez, 2017).

1.9.1 Estructura de la biotina

La biotina como molécula (C10H16N203S) se compone por anillos: un anillo imidazol
(ureido) y un anillo tetrahidrotiofeno (contiene un grupo sulfuro). Este ultimo se
encuentra unido a la cadena lateral de acido valérico, la cual a su vez esta unida al
anillo tetrahidrotiofeno. La biotina tiene una masa molecular de 244.31 g/mol. Tiene un
punto de fusion de 232°C vy la biotina presenta especificamente atomos de carbono
quirales (tres), lo que da como resultado ocho posibles estereisomeros, aun asi, solo
el isobmero d-biotina es biolégicamente activa (Figura 12) (Streit, 2003).
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Figura 12. Estructura quimica de la biotina. Se observa el grupo tetrahidrotiofeno

unido a una fraccion de acido valérico, como cadena lateral y un grupo carboxilo, el

cual permite la interaccion molecular (Tong, 2017).

La nomenclatura perteneciente a la IUPAC de la biotina es: acido 5-[(3aS,4S,6aR)-2-
ox0-1,3, 3a,4,6, 6a-hexahidrotieno[3,4-d]imidazol-4-il) pentanoico. El compuesto en
estado puro tiene una estabilidad en soluciones moderadamente acidas, neutras y en
soluciones alcalinas (hasta pH 9). Es hridrosuluble (22 mg en 100 mL de agua a
temperatura ambiente) e insoluble en solventes organicos ( como ejemplo el
cloroformo) (Streit y Entcheva, 2003; Tong, 2017).

1.9.2 Fuentes alimenticias e ingesta adecuada de biotina

En humanos, se desconocen con exactitud los requerimientos de esta vitamina, por lo
tanto, se recomienda su ingesta a partir de la ingesta promedio de biotina en una
poblacién sana (aparentemente). El consumo e ingesta de biotina dependera de la
etapa del individuo esto indicado en la Tabla 4 (Zempleni et al., 2012).

Tabla 4: Requerimiento diario de biotina por edades.

Edad Requerimiento (al dia)
De 1 a 3 anos 8 ng
De 4 a 8 arios 12 ug
De 9 a 13 ainos 20 pg
De 14 a 18 aios 25 ug
Mayores de 19 afios 30 ug
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Madres lactantes 40 pg
Adultos mayores 35 ug

Debido a su naturaleza hidrosoluble, la biotina no es almacenada en el cuerpo, es
eliminada a través de la orina, es por eso que deben consumirse alimentos ricos en

biotina como lo son, carnes rojas, huevo, leche, nuez, etc (Tong, 2017).

1.9.3 Absorcion, metabolismo y eliminacién de la biotina

La biotina que se encientra en los alimentos se encuentra en conjunto con proteinas a
través de un enlace amida conformado por el grupo carbonilo de la cola de acido
valérico de la biotina y el grupo amino del residuo de lisina en proteinas (Said, 2008).
La forma unida a proteinas es transformada primeramente a la forma libre por accion
de proteasas, produciendo residuos de lisina unidos covalentemente a la biotina
(biocitina o biotinil-lisina) y péptidos pequefios unidos a biotina (Wolf et al., 1985).
Posteriormente, la biotinidasa pancreatica corta el enlace semipeptidico y libera biotina
libre de la biocitina y de los péptidos pequefios unidos a biotina (Said, 2008).

La biotina liberada, por lo general es absorbida por los enterocitos del duodeno
(especificamente de la porcion distal) y proximal del yeyuno circulando a través de un
transportador multiple de vitaminas dependiente de sodio (SMVT) el cual, se encuentra
en el polo apical del enterocito. La porcion de acido valérico es reconocida por el SMVT
y el grupo ureido de la biotina que en accion de un gradiente de sodio, transporta biotina
en contra de un gradiente de concentracién (Mock, 2013). La excrecién de biotina del
enterocito es por la membrana basolateral mediante un mecanismo regulado por un
transportador, el cual es independiente de la concentracidon de sodio. En la sangre, la
biotina se encuentra libre y solubilizada en la sangre o unida a proteinas (Mock, 2013).

El ingreso a las células de biotina es regulada por el SMVT, dentro de las células la
biotina tiene una actividad como cofactor de carboxilasas, las cuales se sintetizan en el
citosol como apocarboxilasas, estas carecen de actividad enzimatica. La biotinilacién

(union covalente de las apocarboxilasas y la biotina) produce su activacion (Vilches y
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Fernandez, 2005). La holocarboxilasa sintetasa (HCLS) cataliza el proceso de
biotinilacion siguiendo el siguiente proceso:

Inicialmente, la hidrélisis de ATP activa a la biotina, lo que genera el compuesto biotinil-
5'-AMP (B-AMP). posteriormente, el B-AMP es usado en la transferencia de la biotina
a un residuo de lisina especifico, el cual se encuentra en una region altamente
conservada en las carboxilasas (Ledn, 2003). De esta manera, se pproduce un enlace
covalente amida entre el grupo amino de un residuo de lisina especifico y altamente
conservado en todas las apocarboxilasas con grupo carboxilo del acido valérico
(Vilches y Fernandez, 2005). La HCLS se ubica en el nucleo y en grandes proporciones
en mitocondrias. Varios estudios indican que la HCLS tiene una actividad catalizadora
len la biotinilacion de proteinas como las histonas (Said, 2008). Cuando las
carboxilasas ya no son requeridas tienen una protedlisis a liberando biotina. La biotina
libre es reciclada y se usa en nuevas apocarboxilasas o se degrada formando
productos derivados sin actividad y finalmente dliminarse por excrecion. En mamiferos,
se han observado vias importantes de catalisis de la biotina. En la reuta mayormente
estudiada, la cadena de acido valérico se degrada por la 3-oxidacion de acidos grasos,
lo que produce bisnorbiotina y bisnorbiotina metil cetona, que son excretados
principalmente en la orina (Mock, 2013).
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Figura 13. Metabolismo, funcién, degradacién y reciclamiento de biotina en
mamiferos. Las formas O&valadas sefialan enzimas o actividades enzimaticas
importantes, mientras que las formas rectangulares resaltan a la biotina y sus
derivaciones, asi como sustratos dde otras rutas. ATP, adenosin trifosfato; AMP,
adenosin monofosfato; PPi, pirofosfato inorganico (Mock, 2013).

1.9.4 Funcioén de la biotina como cofactor enzimatico

La biotina tiene actividad como coenzima de carboxilasas (en todos los organismos),
cuya actividad es vital para el mantenimiento celular y son cruciales en vias de
regulacion que son parte del metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos
(Romero, 1999). La transferencia de un grupo carboxilo proveniente del bicarbonato a
un sustrato aceptor es una caracteristica de las reacciones mediadas por carboxilasas
que dependen de biotina, ya que usan a la biotina como acarreador del grupo carboxilo
(Alban et al., 2000). Dichas reacciones catalizadas por las carboxilasas las cuales
dependen de biotina se llevan a cabo en dos procesos, que desembocan en una
catalisis conjunta (Romero, 1999; Alban et al., 2000). Las carboxilasas cuya actividad
depende de biotina (en mamiferos) son: la propionil-CoA carboxilasa (PCC), la
metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC), la piruvato carboxilasa (PC), la acetil-CoA
carboxilasa 1 (ACC1) y la acetil-CoA carboxilasa 2 (ACC2) (Mock, 2013). Tanto la
ACC1 como la ACC2 catalizan la adicion de bicarbonato al acetil-CoA para producir
malonil-CoA. ACC1 se ubica en el citosol y genera malonil-CoA, que es el sustrato
limitante de la velocidad de la lipogénesis (Figura 14).
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Figura 14. Esquema de la interrelacion de las reacciones catalizadas por las
carboxilasas dependientes de biotina. Las enzimas dependientes de biotina
(carboxilasas) catalizan reacciones involucradas en el metabolismo de carbohidratos,

proteinas y lipidos (Mock, 2013).

ACC2 se encuentra en la membrana externa mitocondrial y regula la beta oxidacion
(oxidacién de acidos grasos) en la mitocondria debido a la inhibicion del transporte de
acidos grasos por el malonil-CoA (Romero, 1999). La piruvato carboxilasa intervieneen
la adocion de bicarbonato al piruvato formando asi oxalacetato, el cual se concidera
como un intermediario del ciclo de Krebs convirtiéendose en glucosa a por accion de la
gluconeogénesis en el higado (Romero, 1999).

La MCC interviene en la degradacion de la leucina. Finalmente, la PCC incorpora el
bicarbonato al propionil-CoA produciendo metilmaloniCoA, para posteriormente
convertirse en succinil-CoA (Mock, 2013).

1.9.5 Funcion de la biotina en la regulacion de la expresién genética a

concentraciones farmacolégicas

Diversos estudios que involucran a los mamiferos han demostrado que, ademas de su
actividad de cofactor de carboxilasas, la biotina a concentraciones farmacoldgicas
modifica funciones bioldgicas importantes, incluyendo el metabolismo de carbohidratos

y lipidos (Aguilera-Méndez y Fernandez-Mejia, 2012). También se ha sefialado la
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importancia del efecto de la sobre la regulacion de la expresion génica (Fernandez-
Mejia y Lazo-de-la-Vega, 2011).

Se ha estudiado el efecto de la biotina sobre la expresion génica: a través de la
regulacion de la via de sefalizacion de la guanilato ciclasa soluble/proteina cinasa
dependiente de GMPc (GCs/PKG) y la biotinilacion de las histonas (Figura 15)
(Rodriguez-Melendez y Zempleni, 2003; Vilches-Flores y Fernandez-Mejia, 2005;
Zempleni, 2005).
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Figura 15. Multiples acciones de la biotina.1) La actividad metabdlica de la biotina
es actuar como transportador de carboxilo en las reacciones de carboxilacion. 2) A nivel
genomico, la biotinilacion de histonas es una modificacion natural, aunque rara. 3) La
sefalizacion de cGMP/PKG esta involucrada en la transcripcidn y traduccion. 4) Pocos
estudios han abordado los efectos toxicos del exceso de biotina. (Riverony Fernandez,
2017).

A) Regulacién de la via de la guanilato ciclasa soluble: por el momento, diversos
estudios identifican como eslabones comunes del efecto de la biotina en el
aumento en la actividad de la guanilato ciclasa (GCs) (Vesely, 1982), el aumento
de la concentracion de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), y la actividad
de la proteina cinasa G (PKG) (Solorzano et al., 2002). Ademas, Solorzano-
Vargas y colaboradores sefialaron que el biotinil-5'-AMP, aumenta la actividad

de la GCs por un mecanismo que aun no ha sido determinado. La activacién de
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la GCs genera un aumento de los niveles de GMPc y a la consiguiente
activacion de PKG, fosforilando e inhibiendo diversos procesos (Soldérzano et al.,
2002).

B) La biotinilacién de histonas: se refiere a la intervencioén (unién covalente) de
la biotina a las proteinas que facilitan el empaquetamiento del ADN en los
nucleosomas. Estudios en varios tipos celulares demuestran la unién de la
biotina a diferentes residuos de lisina en las histonas (Peters et al., 2002). Lo
que sugiere que la biotinilacion podria tener el potencial de modificar la
expresion génica a nivel epigenético (Vilches-Flores y Fernandez-Mejia, 2005).
Varios estudios investigaron las vias de sefalizacion y las acciones
postranscripcionales mediante las cuales las concentraciones farmacologicas de
biotina reducen la lipogénesis (Vilches-Flores y Fernandez-Mejia, 2005;
Aguilera-Méndez y Fernandez-Mejia, 2012); los resultados revelaron que la
suplementacién con biotina en la dieta durante 8 semanas aumenté los niveles
de cGMP y AMPK activa en el higado. En armonia con este efecto, disminuyo la
abundancia de la forma madura de SREBP-1c y aumento la forma fosforilada
inactiva de acetil-CoA carboxilasa-1. De manera similar, en el tejido adiposo,
tanto la forma activa de la proteina AMPK como la forma fosforilada inactiva de
la acetil-CoA carboxilasa-1 aumentaron después de la suplementacién con
biotina (Aguilera-Méndez y Fernandez, 2012).

1.9.5.1 Senalizacién a través de la via AMPK

La biotina ha ganado atencion en la investigacion por su papel en la sefalizacion a
través de la via AMPK, el cual es un regulador central del metabolismo energético en
las células. La activacion de AMPK es fundamental en condiciones de bajo suministro
de energia, como el ejercicio y la restriccién calérica, ya que promueve la utilizacién
eficiente de nutrientes para la produccion de energia (Zhang et al., 2013; Park et al.,
2014).

La biotina activa AMPK en varios tejidos, lo que influye en la regulacion de la oxidacion
de acidos grasos y la gluconeogénesis. Este proceso no solo favorece la utilizacién de
glucosa, sino que también ayuda a reducir el almacenamiento de grasa al inhibir la
sintesis de acidos grasos y colesterol. Se ha observado que los tratamientos con biotina

aumentan la expresion de proteinas involucradas en la oxidacion de lipidos y la
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captacion de glucosa en tejidos como el higado y el musculo esquelético (Shay et al.,
2009; Zhang et al., 2012).

Ademas de sus efectos sobre el metabolismo, la biotina contribuye a la proteccion
celular a través de la via AMPK. Esta via favorece la expresién de genes antioxidantes,
lo que ayuda a proteger a las células del dafio oxidativo y regula la inflamacion, factores
implicados en el desarrollo de diversas enfermedades crénicas (Zhang et al., 2012).

La senalizacion de la biotina a través de AMPK tiene implicaciones clinicas
significativas. Su potencial para mejorar la funcion metabdlica en condiciones de
resistencia a la insulina y en trastornos metabdlicos esta siendo investigado, lo que
sugiere que la biotina podria ser un nutriente esencial en la promocion de la salud

metabdlica y la prevencion de enfermedades asociadas (Park ef al., 2014).

Il ANTECEDENTES DIRECTOS

Se han realizado diversos estudios preclinicos y clinicos que analizan los efectos de
los nutracéuticos acido lipoico y biotina en enfermedades neurodegenerativas.

En estudios realizados por Lovell et al. (2003), Se demostré que el acido a-lipoico (AAL)
(50 uM) presenta propiedades antioxidantes y modula cascadas de sefializacién donde
se presenta actividad toxicologica por exceso de hierro en pruebas realizadas in vitro
en cultivos neuronales que presentaban una sobreexpresion del péptido B-amiloide
esto producido por un exceso de cloruro ferroso (FeCl; a 18 uM), esto llevo a considerar
al AAL como un tratamiento potencial con efectos neuroprotectores. En 2010, Packer,
Kraemer y Rimbach corroboraron, en estudios in vivo con células de cérnea de Mus
musculus, que el acido lipoico tiene un efecto antioxidante significativo mediante su
capacidad para eliminar radicales libres y quelar metales, participando asi en diversas
reacciones bioquimicas en situaciones donde el estado redox esta alterado, como en
enfermedades degenerativas.

En relacion con enfermedades como la diabetes y la neurodegeneracion, Ziegler y sus
colaboradores llevaron a cabo ensayos clinicos en humanos en 2006, hallando que la

administracion oral o intravenosa de acido lipoico mejora la velocidad de conduccién
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nerviosa y alivia sintomas neuropaticos como dolor, ardor, parestesia vy
entumecimiento. Hasta la fecha, el uso terapéutico del acido lipoico en el tratamiento
de polineuropatias diabéticas representa el beneficio mejor documentado y mas
significativo para la salud humana. Ademas, varias evidencias experimentales
respaldan el papel del acido lipoico como mitigador de la oxidacion (Nagamatsu et al.,
2005).

En un estudio realizado por Nagamatsu y colaboradores, se observo que el AL protege
a C. elegans de la toxicidad inducida por el estrés oxidativo, mejorando la supervivencia
y reduciendo los marcadores de dafio celular. Estas propiedades antioxidantes son
esenciales para prevenir la muerte celular y mejorar la salud neuronal en condiciones

de neurodegeneracion (Nagamatsu et al., 2005).

Investigaciones han utilizado C. elegans como modelo para estudiar enfermedades
como el Alzheimer y el Parkinson. Por ejemplo, Zhang y colaboradores encontraron
que el AL mejora la funcion neuronal en un modelo de Alzheimer inducido
genéticamente. Los resultados mostraron que el tratamiento con AL redujo la
acumulacion de agregados proteicos asociados con la enfermedad, lo que sugiere que
el AL puede mitigar los efectos patoldgicos del Alzheimer al mejorar la salud neuronal
(Zhang, 2018). Ademas, el acido lipoico ha mostrado beneficios en el comportamiento
de los nematodos. Un estudio de Wang y colaboradores evidencié que los nematodos
tratados con AL presentaban un mejor rendimiento en pruebas de memoria en
comparacion con los grupos de control, indicando que el AL no solo actua como un
antioxidante, sino que también tiene un impacto positivo en las funciones cognitivas (Li
et al. 2020).

Por su parte, Gourgou y Hsu entrenaron nematodos con dafio relacionado con
Alzheimer en un laberinto en forma de T, evidenciando que el entrenamiento en

memoria de trabajo prevenia la pérdida total de memoria (Gourgou & Hsu, 2021 A).

También se han realizado avances en potenciales tratamientos utilizando potentes
antioxidantes, como el acido lipoico de espinacas y epigalocatequina del té negro,
observandose que la exposicion a estos compuestos evitaba la pérdida de memoria en
nematodos, manteniendo un comportamiento normal, medido por el indice de decision

mediado por la memoria a corto plazo (Lim et al., 2013).
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La modulacion de las vias de sefializacidén celular también juega un papel importante
en los efectos neuroprotectores del acido lipoico. Investigaciones recientes, como la de
Feng y colaboradores, indican que el AL activa la via AMPK (proteina quinasa activada
por AMP) en C. elegans, lo que lleva a una mayor expresién de genes protectores
contra el estrés oxidativo. Esta modulacion puede ser clave para mejorar la resistencia

celular y prevenir la neurodegeneracion (Feng et al. 2021).

En cuanto a la biotina, un estudio realizado en 2016 por Sedel y colaboradores observé
que pacientes con neuropatias Opticas y leuco encefalopatias respondieron
clinicamente a la terapia con biotina. Posteriormente, a estos pacientes se les
diagnostico esclerosis multiple progresiva secundaria, y se administraron dosis de
biotina (100-300 mg/dia), observando mejoras en todos los participantes. Esto sugiere
que la suplementacién con biotina podria representar una opcién terapéutica en la
esclerosis multiple progresiva, posiblemente al aumentar la produccion de mielina a
través de la generacion de acidos grasos de cadena larga (p. ej., mediante sus efectos
sobre ACC1) y mejorar la produccion de energia a través del ciclo del acido
tricarboxilico en células neuronales (Sedel et al., 2011; Sedel et al., 2016).

Ademas, diversos estudios han demostrado que la administracion de biotina en dosis
farmacoldgicas tiene efectos hipoglucemiantes e hipotrigliceridémicos en pacientes
(Revilla et al., 2006; Hemmati et al., 2013; Albarracin et al., 2007) y en modelos murinos
(Sahin et al., 2013). Aguilera y sus colaboradores (2018) también evidenciaron que la
biotina puede ejercer un efecto protector en algunas enfermedades asociadas al
sindrome metabdlico, mejorando el estrés oxidativo hepatico y demostrando un
potencial efecto antioxidante, especialmente ante la sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS).

En 2021, Quijano y su equipo estudiaron el comportamiento de nematodos
genéticamente modificados, donde se observaron dafios en proteinas cerebrales, lo
que resulté en pérdida de memoria y comportamiento andmalo, emulando sintomas

similares a los del Alzheimer (Quijano, 2021).

La investigacion sobre el uso de Caenorhabditis elegans (C. elegans) como modelo
para estudiar la neurodegeneracion y el papel de la biotina ha tomado impulso en los
ultimos afios. Este organismo modelo ha sido ampliamente utilizado debido a su
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simplicidad genética y facilidad de manipulacion. Estudios recientes han sugerido que
los metabolitos bacterianos pueden tener efectos neuroprotectores en C. elegans, lo
que implica que ciertos nutrientes, como la biotina, podrian ser cruciales para la salud
neuronal (Sarkar et al., 2018; Zhang et al., 2021).

Un aspecto critico en muchas enfermedades neurodegenerativas es el estrés oxidativo,
que causa dafno celular y contribuye a la muerte neuronal. Investigaciones han
utilizado C. elegans para entender como el estrés oxidativo inducido por metales
pesados puede llevar a la neurodegeneracion. En estos modelos, se ha observado que
compuestos antioxidantes pueden atenuar el dafo celular, sugiriendo que la biotina,

como antioxidante, podria tener un efecto protector (Feng et al., 2021; Liu et al., 2019).

La biotina esta implicada en varias vias metabdlicas que son fundamentales para la
salud neuronal. Se ha demostrado que mejora la produccién de mielina y aumenta la
generacion de energia en las células neuronales. Esto es especialmente relevante en
condiciones como la esclerosis multiple, donde la mielinizaciéon es esencial para la
funcidén neuronal adecuada (Sedel et al., 2016; Aguilera et al., 2018). Ademas, estudios
recientes han utilizado nematodos modificados genéticamente para replicar
caracteristicas de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. En estos
modelos, se ha comprobado que la administracion de biotina podria influir
positivamente en la salud neuronal al mejorar la respuesta antioxidante y mitigar el
dafio oxidativo. La biotina también ha mostrado efectos en la regulacion del
metabolismo lipidico, que es crucial en la neurodegeneracion (Quijano, 2021; Gourgou
& Hsu, 2021 B).

Finalmente, la investigacion en C. elegans proporciona una plataforma valiosa para
evaluar el potencial terapéutico de la biotina en enfermedades neurodegenerativas. A
medida que se avanza en la comprension de sus mecanismos de accion, la biotina
podria ser considerada como una opcion prometedora en la prevencion y tratamiento

de trastornos neurodegenerativos.

.  JUSTIFICACION

Las enfermedades neurodegenerativas son padecimientos con una alta incidencia y

prevalencia en el mundo y representan un gran problema de salud y econémico, por la

67




larga duracién y la incapacidad que provoca en las personas que la padecen. Las
farmacéuticas han sintetizado compuestos, que hasta el momento no son totalmente
eficaces y todos a largo plazo tienen repercusiones secundarias en el paciente. Por lo
que es imprescindible buscar alternativas naturales, de bajo costo y con pocos o nulos
efectos secundarios que ayuden en la prevencién y tratamiento eficaz de estas
enfermedades. El uso de nutracéuticos puede ser un alternativa eficaz y segura, ya sea
en monoterapia o como coadyuvantes en los tratamientos actuales y disminuir los
efectos secundarios y el costo, destacando el acido lipoico y la biotina, que a
concentraciones farmacoldgicas muestran efectos terapéuticos en diversas
enfermedades, lo que las convierte en moléculas de interés para la prevencion y
tratamiento de la neurodegeneracion. El modelo biolégico de Caenorhabditis elegans,
es un excelente modelo para el estudio de enfermedades neurodegenerativas, ya que
por su facilidad de manejo y su homologia en una gran cantidad de genes con el ser
humano y por lo tanto en procesos metabdlicos, o hacen excelente para el estudio de
mecanismos neuroprotectores. Por lo que, en este trabajo se propone estudiar el efecto
de la biotina y el acido lipoico como nutracéuticos neuroprotectores, que pudieran tener
un efecto benéfico potenciado, ya que hasta el momento no se ha estudiado su efecto
sinérgico en enfermedades cronico degenerativas y especialmente en las

neurodegenerativas.

IV. HIPOTESIS

La combinacion de acido lipoico y biotina potencian sus propiedades neuroprotectoras
en Caenorhabditis elegans.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo principal

Evaluar el efecto neuroprotector de la combinacion del acido lipoico y la biotina en
Caenorhabditis elegans.

5.2 Objetivos especificos

1. Analizar los niveles de absorcién del acido lipoico y la biotina en C. elegans.
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2. Evaluar el efecto del acido lipoico y la biotina en la sobrevivencia y longevidad

de C. elegans.
3. Evaluar el efecto del acido lipoico y la biotina ante estrés oxidante en C. elegans.

4. Determinar el efecto neuroprotector del acido lipoico y la biotina en la conducta

y aprendizaje de C. elegans.

VI. METODOLOGIA

6.1 Material biolégico

Las cepas utilizadas en este proyecto de Caenorhabditis elegans fueron adquiridas en
el Centro de Genética Caenorhabditis (CGC) de la Universidad de Minnesota, St. Paul.

Tabla 5. Caracteristicas de las cepas de C. elegans a utilizar.

Cepa C. elegans Actividad Ortélogo en
mamiferos
N2 Silvestre Bristol | = ————
CF1038 Mutante nula en el Disminuye la longevidad FOXO-1
factor transcripcional del nematodo
daf-16
MQ1766 Mutante nula en la Disminuye la actividad SOD-1, SOD-2,
actividad de antioxidante respecto a SOD-3 Y SOD-4
superoéxido dismutasa SOD en el nematodo
TJ401 Mutante recesiva en Incrementa la longevidad PI3K
age-1 del nematodo
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6.1.1 Cultivo y mantenimiento de la cepa OP50 de Escherichia coli

Para la alimentacion de las cepas de C. elegans, se utilizé la cepa Escherichia coli
OP350, la cual fue crecida en medio Luria Bertani liquido (NaCl, peptona de caseina y
extracto de levadura a 1M) a 25°C en agitacion por 24 horas. Para su almacenamiento
la E. coli OP50 fue crecida en una placa de medio Luria Berteni sélido (NaCl, peptona
de caseina, extracto de levadura y agar a 1 M) a 35°C por 12 horas, posteriormente fue
pasada a 1mL de glicerol y congelada a -20°C.

6.1.2 Cultivo y mantenimiento de cepas de C. elegans

Se preparo el medio NGM (Nematode Growth Medium), se tomé como referencia el
protocolo propuesto por el Caenorhabditis Genetics Center (CGC) de la Universidad de
Minnesota (NaCl, peptona de caseina, KH2PO4, K2HPO4, Colesterol y agar a 1M) el
cual se inoculd con E. coli OP50. Se incubaron las placas de medio NGM + E. coli
OP50 a 18 °C por 24 horas para posteriormente colocar las cepas de C. elegans y

dejarlas incubando a 20°C para su reproduccion (Fierro et al., 2017).

Los nematodos fueron sincronizados con una solucion de hipoclorito de sodio una
condicion en la que solo los huevecillos pueden sobrevivir, los cuales se lavaron con
una solucion buffer M9 (NaCl, KH2PO4, Na:HPO4, MgSO4 a 1M). Después de la
sincronizacion, los nematodos se pasaron placas de medio NGM + E. coli OP50
suplementadas con las condiciones de estrés y los tratamientos pertinentes.

6.2 Administracion del acido lipoico y la biotina en C. elegans

Se determind la concentracién Optima y la absorcion de estos nutracéuticos en el
nematodo, ya que es importante conocer la cantidad que absorben del medio. Se
preparé medio NGM (sdlido) y medio M9 (liquido) al cual se le adicionaron diferentes
concentraciones de biotina y acido lipoico de manera individual y en combinacion, tal
como se muestra en la tabla 5, los cuales partieron de concentraciones mencionadas
en otros trabajos donde se utilizaron estos nutracéuticos en el nematodo con otra
finalidad. Posteriormente, se colocaron aproximadamente 10,000 nematodos de la
cepa N2 en ambos medios (NGM y M9), se incubaron por 48 h a 20 °C. Transcurrido

este tiempo se determino el comportamiento motriz y de respuesta a estimulos de 30
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nematodos adultos de cada tratamiento, registrandose el porcentaje de sobrevivencia
y morfologia. El resto de los nematodos de cada tratamiento se recolectaron y lavaron
al menos tres veces con agua destilada estéril, finalmente centrifugados y lisados para
cuantificar la cantidad de biotina y acido lipoico absorbidos, que se determinaron por
HPLC. Los ensayos se realizaron por triplicado en un disefio aleatorio. Se
seleccionaron los tratamientos con la mayor correlacion positiva entre porcentaje de
comportamiento normal y absorcion de biotina y acido lipoico, los cuales se utilizaron

en los ensayos posteriores.

Tabla 6. Concentraciones de biotina y acido lipoico administradas en C. elegans

Tratamiento Biotina (nM) Tratamiento Acido lipoico (mM)
TO 0 TO 0
™ 50 T 0.1
T2 100 T2 0.5
T3 150 T3 1.0

6.3 Absorcion de biotina y acido lipoico en C. elegans

La cuantificacién de biotina se determiné por cromatografia liquida de alta eficacia (por
sus siglas en inglés, HPLC, High Performance Liquid Chromatography). Para la
preparacion de la curva estandar se peso 0.01 g de botina (Sigma Aldrich ®) la cual se
disolvié en una solucion de NaOH (1 N) en donde se tuvieron 7 concentraciones para
la curva estandar (1.5 yg/mL, 3 pg/mL, 6 pg/mL, 9 uyg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL y 25
pug/mL). En el caso de C. elegans se pesaron 0.3-0.5 g por tratamiento y se aforaron a
10 mL con una solucién de NaOH, se mezclaron en el vértex, se sonicaron por 20
minutos, se centrifugaron, micro filtraron y se colocaron en 1.5 mL del sobrenadante en
viales para HPLC. La cromatografia fue en una columna de C18 (150x4.6 mm), las
condiciones fueron: temperatura de la columna, 25°C, el flujo 1 mL/min, longitud de
onda de 200-210 nm, la inyeccion de 20 L, el tiempo de corrida 25 min, la fase movil
del buffer de NaoHPO4 a 10 mM.
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En el caso de la cuantificacién de acido lipoico también se determiné por HPLC. Para
la preparacion de la curva estandar se pes6 0.008 g de acido lipoico (Sigma Aldrich®)
la cual se disolvio en una solucion de H3P0s (2N) en donde se tuvieron 5

concentraciones para la curva (8 pg/mL, 16 ug/mL, 40 ug/mL, 80 pg/mL, y 560 pg/mL).

Para el C. elegans se pesaron 0.3-0.5 g por tratamiento y se aforaron a 10 mL con una
solucién de Hs3P04, se mezclaron en el vortex, se sonicaron por 20 minutos, se
centrifugaron, micro filtraron y se colocaron en 1.5 mL del sobrenadante en viales para
HPLC. Las condiciones de cromatografia fueron: una columna C18 de 150x4.6 mm,
temperatura de la columna 25°C, un flujo de 1 mL/min, una longitud de onda de 335-
337 nm, una inyeccion 20 pL, un tiempo de corrida 25 min, una fase movil de buffer de
Na:HPO4 a 10 mM.

6.4 Efecto del acido lipoico y la biotina en la sobrevivencia y la

longevidad en C. elegans

Se determind el efecto del acido lipoico y la biotina en la sobrevivencia y longevidad de
C. elegans ante un estrés oxidativo artificial (en sobrevivencia) y metabdlico (en

longevidad).

6.4.1 Ensayo de sobrevivencia en C. elegans

Para evaluar el efecto protector ante el estrés oxidativo generado por la exposicion al
H2O2, se establecié un disefio de dos factores, siendo el factor A los tratamientos
seleccionados de biotina y acido lipoico (ensayo descrito en el apartado 6.2) y el factor
B la concentracion de H202 ( 20 mM). Se tomaron 20 nematodos de la cepa N2, por
tratamiento se colocaron en microplacas de 24 pozos y se adicionaron las diferentes
concentraciones de H>O». Se registré la sobrevivencia de los nematodos cada hora por
un lapso de 6 horas de acuerdo con el protocolo establecido por Rubio-Landa en 2017.
Se calculd la CL+o, CLso y Clgo para cada tratamiento. Se realizaron 3 ensayos

independientes con tres replicas cada uno.

6.4.2 Ensayo de longevidad en C. elegans

Los ensayos de longevidad de C. elegans se llevaron a cabo siguiendo el protocolo de
Shapira y colaboradores (2008) con algunas modificaciones, destacando el uso de
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Fluorodeoxiuridina (FUdR) a 0.6 mM (Sigma F0503), comunmente utilizado para
esterilizar a C. elegans y mantener una poblacion de nematodos envejeciendo de forma
sincronizada durante los primeros 6 dias de vida (etapa L4), el cual fue adicionado en
el medio NGM+ E. coli OP50, en donde se sembraron nematodos sincronizados segun
lo descrito en el apartado 6.1, con las concentraciones seleccionadas previamente de
biotina (150 nM) y acido lipoico (0.1 mM). Se disefid un experimento con dos factores:
el factor A corresponde a los tratamientos seleccionados de biotina y acido lipoico y el
factor B a la ausencia o presencia de glucosa (80 mM). Para este ensayo, se emplearon
las cepas N2, CF1038, MQ1766 y TJ401, considerandose cada una como un ensayo
independiente.

Los nematodos de las diferentes cepas y tratamientos establecidos se incubaron a 20
°C, registrandose diariamente el porcentaje de supervivencia hasta la muerte total de
la poblacion (aproximadamente 35 dias). Se consideraron muertos los nematodos que
no respondian a estimulos repetidos. Se elaboraron curvas de cinética poblacional para
las diferentes cepas y se realizé un analisis comparativo entre el comportamiento de la

cepa silvestre N2 y las distintas mutantes.

6.5 Ensayos en C. elegans de sobrevivencia al estrés oxidativo

inducido por altas concentraciones de glucosa

El segundo tipo de estrés oxidativo se realiz6 al incubar a los nematodos en un medio
NGM conteniendo una concentracion de 80 mM de glucosa, la cual se ha demostrado
genera un estrés oxidativo metabodlico al saturar a la mitocondria de sustratos
generados en el catabolismo de altos niveles de glucosa (Guzman, 2019). Se
sembraron nematodos sincronizados como se describié en el apartado 6.1 con las
concentraciones de biotina y acido lipoico seleccionadas previamente (ensayo descrito
en el apartado 6.2). Se establecié un disefio de dos factores, siendo el factor A los
tratamientos seleccionados de biotina y acido lipoico y el Factor B la presencia de
glucosa (0 y 80 mM). Para este ensayo se utilizaron las cepas N2, CF1038, MQ1766 y

TJ401, los cuales se consideraron como ensayos independientes.

Los nematodos de las diferentes cepas y de cada uno de los tratamientos que fueron
establecidos, se incubaron a 20 °C, registrandose el porcentaje de sobrevivencia de los
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nematodos diariamente hasta la muerte del total de la poblacion (35 dias). Los
nematodos que no se movieron después de estimulos repetidos se consideraron
muertos. Se elaboraron curvas de cinética poblacional para las diferentes cepas y se
realizé un analisis comparativo entre el comportamiento de la cepa silvestre N2 con

respecto a las diferentes mutantes.

A partir de la cepa N2, se determiné el tiempo letal 20, 50 y 80 para los medios con y
sin glucosa. Se incubaron nuevamente los nematodos de la cepa N2 y se colectaron
en los tiempos calculados (TL2o, TLso y TLgo), Se lavaron los nematodos colectados con
medio M9 y se lisaron para la determinacion de parametros: actividad de las enzimas
antioxidantes: catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation total (GLUT),
glutation oxidado (GSSG) y glutation reducido (GSH).

6.6 Efecto del acido lipoico y la biotina en los parametros

morfolégicos de C. elegans

Se evalud el efecto del acido lipoico y la biotina en la morfologia de C. elegans por
medio de tres parametros: volumen, contenido de proteina total y contenido de
triacilglicéridos.

6.6.1 Cuantificaciéon del volumen en C. elegans

Se utilizaron aproximadamente 100 nematodos adultos sincronizados de las cepas N2,
CF1038, MQ1766, y TJ401, se sembraron en placas de 60 mm de medio NGM
suplementado con glucosa 80 mM, ademas de la mezcla de tratamientos (biotina, acido
lipoico y combinacién), se incubaron a 18° durante 48 horas. Se realiz6 un analisis
morfologico utilizando el software FIJI (20 nematodos por tratamiento), en donde se
obtuvieron medidas del largo y dos medidas del ancho para tener volumen con la

siguiente formula:

Para volumen:

v = (longitud){diametro)?
1.7
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6.6.2 Cuantificacién de proteina en C. elegans

La concentracion de proteina en los nematodos se determinoé por el método de Biuret
en el cual se prepard un reactivo compuesto por sulfato de cobre (CuSO,), hidroxido
de sodio (NaOH) y tartrato sodico-potasio. Se mezcldé una alicuota de 10 pL de la
muestra con 200 pL de desoxicolato de sodio para desnaturalizar la muestra y se dejé
reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacion del
complejo violeta entre los enlaces peptidicos y los iones cupricos en medio alcalino.
Posteriormente, se midi6 la absorbancia de la solucién a 540 nm utilizando un
espectrofotometro. La concentracion de proteinas se calculd comparando la
absorbancia obtenida con una curva estandar construida previamente, utilizando una
proteina de referencia como la albumina sérica bovina, la cual se representdé como
proteina total (mg/mL) (Gornall et al., 1949). Posteriormente, se realizaron los calculos
correspondientes para ajustar el volumen empleado en la determinacion de la actividad
de las enzimas antioxidantes: catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation
total (GLUT), glutatién oxidado (GSSG) y glutation reducido (GSH).

6.6.3 Cuantificacion de triacilglicéridos en C. elegans

La cuantificacion de triacilglicéridos en C. elegans se llevé a cabo en el organismo
completo, adaptando el protocolo descrito por Aguilera et al. (2012). Se emplearon
muestras con una concentracion equivalente a 50 pg de proteina por ul. A cada muestra
se le adicion6 1 mL de solucion de PBS con Tritdn X-100 al 5%. Posteriormente, las
muestras fueron sometidas a ultrasonido a 60 °C durante 5 minutos y luego enfriadas
a temperatura ambiente. Para finalizar, se centrifugaron a 13,300 rpm durante 15
minutos, y el sobrenadante obtenido fue utilizado para medir la concentracion de
triacilglicéridos siguiendo las indicaciones del kit comercial Spinreact (Sant Esteve de
Bas, Espafna). Los resultados se expresaron en microgramos de triacilglicéridos por

miligramo de proteina total (ug TAG/mg proteina total).

6.7 Efecto del acido lipoico y la biotina en parametro bioquimicos/

enzimaticos en C. elegans

Se evaluo el efecto del acido lipoico y la biotina en parametros bioquimicos /
enzimaticos en C. elegans como son Niveles de especies rectivas de oxigeno, actividad
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de la enzima catalasa, actividad en la enzima superoxido dismutasa y niveles de

glutation (total, oxidado, reducido y la relacion entre oxidado y reducido).

6.7.1 Cuantificacién de especies reactivas de oxigeno

Se determind mediante el método de la diclorofluoresceina-diacetato (H2-FC-DA),
colorante no fluorescente permeable a la membrana. Después de la exposicion en los
tratamientos con los nutracéuticos y los factores correspondientes A) Factor dafo (80
mM de glucosa) y B) factor de preacondicionados en los diferentes tratamientos de
biotina y acido lipoico (como se menciona en el apartado 6.2), durante 48 horas a 20°C,
los nematodos se lavaron con buffer M9 (NaCl, KH2PO4, NaoHPO4, MgSO4 1M) tres
veces para eliminar la bacteria E. coli OP50, después se adicionaron 50 uL de la
suspension de nematodos y se dejo equilibrar a temperatura ambiente, inmediatamente
se anadio la H2-FC-DA (10 mM) y buffer de fosfatos (KH2PO4, K2HPO4) incubando
durante 15 minutos a 5°C en hielo y se midid la fluorescencia basal en un
espectrofotometro UV-Vis Perkin-Elmer Lambda 18 a 520 nm. Posteriormente se
mantuvieron en un agitador a 20°C durante 60 minutos y se midi6 nuevamente la
fluorescencia y se representd en unidades de absorbancia por miligramo de proteina

(UA/mg de proteina).

6.7.2 Determinacion de la actividad enzimatica de catalasa (CAT) y

superoéxido dismutasa (SOD)

La actividad de la catalasa (CAT) se evalu6 mediante polarografia, midiendo la
conversion de peroxido de hidrogeno (H,O,) en oxigeno molecular (O) utilizando un
electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un monitor biolégico de oxigeno durante
un lapso de 3 minutos (Zigman et al., 1998). Los resultados se expresaron en unidades
de actividad de CAT, calculadas con base en una curva estandar de catalasa (Sigma
9001-05-2), siguiendo la metodologia descrita por Guzman Hernandez (2019). La
actividad se reporté como unidades de catalasa (U*mg de proteina).

Por otro lado, la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) se determiné empleando
un kit comercial para su analisis (Sigma Aldrich, 19160). Este método se basa en la
evaluacion de la actividad enzimatica mediante un analisis colorimétrico, utilizando la
sal de tetrazolio soluble en agua WST-1 (sal monosddica (2(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio). La sal experimenta un cambio de color al ser reducida
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por el anion superdxido; sin embargo, este proceso es inhibido por la SOD, que cataliza
la dismutacion del anion superoxido, evitando que reaccione con la sal. Las lecturas se
realizaron a una longitud de onda de 450 nm empleando un lector de microplacas
Multiskan Go (Thermo Scientific). La actividad de SOD se report6 como unidades de
SOD (U*mg de proteina).

6.7.3 Determinacién de glutation total, glutation reducido (GSH) y
glutation oxidado (GSSG)

La medicion de los niveles de glutation se realizé siguiendo el protocolo descrito por
Rahman et al. (2006). Se utilizé el reactivo de Ellman, DTNB (acido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico), que reacciona con el GSH formando un producto con maxima absorcion
a 412 nm. Para cada experimento, se construyd una curva de calibracion utilizando
GSH. El procedimiento consistié en tomar 100 uL del sobrenadante de los nematodos
(segun el apartado 6.6.2), los cuales se suspendieron en una solucidn de acido
sulfosalicilico al 0.6%, Tritdbn X al 0.1% y un buffer fosfato-EDTA 5 mM, pH 7.5. Las
muestras fueron sometidas a sonicacion en hielo tres veces y luego congeladas a -86
°C. Posteriormente, se centrifugaron a 8,000 rpm durante 10 minutos, y se tomo6 100
ML del sobrenadante que se mezclé con 700 pL de buffer fosfato.

Para la medicion, se prepard una mezcla con volumenes iguales de DTNB (Sigma D-
8130) y glutatiéon reductasa (GR) (Sigma G-3664), y se afadieron 120 pyL de esta
mezcla a las muestras. Las muestras se incubaron durante 30 segundos para permitir
la conversion de GSSG a GSH. A continuacién, se agregaron 60 uL de B-NADPH
(Sigma N-7505) y se midi6 la absorbancia a 412 nm durante 5 minutos en un

espectrofotometro UV/Vis Perkin-Elmer Lambda 18.

Para evaluar los niveles de glutation oxidado (GSSG), se afadieron 2 pyL de 2-
vinilpiridina al 1:10 para derivatizar el glutatién reducido (GSH), permitiendo que la
reaccion ocurriera durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego, se
afnadio trietanolamina 1:6 durante 10 minutos para neutralizar la mezcla, y se procedio

a medir la absorbancia de la muestra siguiendo el mismo protocolo.
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La medicion de los niveles de glutation total se llevd a cabo mediante el método
espectrofotométrico modificado de Griffith (1980), que es un ensayo cinético en el que
las cantidades cataliticas de glutation reducido (GSH) provocan la reduccién del DTNB
a acido 5-tio-nitrobenzoico (TNB), el cual se detecta a 412 nm. Después, el GSSG
formado se recicla en presencia de glutation reductasa y NADPH. Los niveles de GSSG
se calcularon por derivatizacion del GSH con vinilpiridina, y la diferencia entre los
valores obtenidos permitio calcular los niveles de GSH. Los resultados se presentaron
como (nmol/mg de proteina), incluyendo las concentraciones de glutation total,
reducido y oxidado.

6.8 Efecto del acido lipoico y la biotina en el comportamiento y

motilidad de C. elegans

6.8.1 Memoria condicionada por alimento (quimiotaxis)

Para evaluar el aprendizaje y la memoria asociativa de trabajo en los nematodos se
realizé un analisis de la memoria a corto plazo a partir del indice de quimiotaxis a nivel
poblacional de acuerdo a Munasinghe et al. en 2021. Se usaron 300 nematodos
sincronizados en donde se tomaron en cuenta dos factores: A) Factor dafio (80 mM de
glucosa) y B) factor de preacondicionados en los diferentes tratamientos de biotina y
acido lipoico (como se menciona en el apartado 6.2). Tras entrar en contacto con factor
Ay B, se procedio a dividir en dos en grupo, donde el grupo 1 tendra un entrenamiento
que consistio en poner en contacto a diferentes concentraciones de sal (25uM, 50uM,
100uM) + E. coli OP50 (acondicionamiento de alimento) por 6 horas a una temperatura
de 18°C. En el caso del grupo 2 solo se incubaron en placas con E. coli OP50 por 6
horas a una temperatura de 18°C. Transcurrido el tiempo ambos grupos fueron
incubados por 1h en una caja de Petri con NGM sin alimento. Posteriormente, fueron
transferidos a una caja con NGM en la cual en un extremo se coloca un disco de agar
con 0 yM de cloruro de sodio y en otro extremo un disco con 150 uyM de cloruro de
sodio, en donde por densidad se generd un gradiente salino de acuerdo al esquema
mostrado en la Figura 12. Se afadié 1 pyL de azida de sodio (NaN3 2 M) a los puntos
donde se encontraban los discos con sal. Los nematodos se incubaron 1h en esta caja

de aprendizaje o acondicionamiento, en donde el objetivo es que asocien la
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concentracion salina a la que fueron entrenados con la presencia de alimento, se
registrara el numero de nematodos en cada extremo de la caja, lo cual representa el
indice de quimiotaxis.

El indice de quimiotaxis (1Q) se calcul6 como: 1Q = [(Numero de nematodos en
gradiente salino en un diametro de 2cm) (Numero de nematodos en extremo contrario

en un radio de 2cm)]/ (Numero total de nematodos).

NaNz;a2M

Gradiente de concentracién
por densidad

Toma de decisién

Aproximadamente Q0 &
100 gusanos V4 S Paralisis y cuantificacién del iQ

Figura 17. Diseio del ensayo de quimiotaxis. (A) caja de prueba de quimiotaxis con
puntos marcados para el origen de los nematodos (abajo), Concentracion salina de 0
uM y 150 pM (izquierda y derecha respectivamente). (B) Se anade 1 ul de azida de
sodio (NaNsa 2 M) a los puntos donde se encontraban los discos con sal. C)Se retiran
los discos de sal. (D) Se agregan al origen los nematodos preacondicionados con
biotina y acido lipoico. (E) liberacion de los nematodos (F) Los nematodos se mueven
a lugares donde la concentracion salina es similar respecto a su entrenamiento y se

paralizan para realizar el conteo (modificado de Munasinghe et al., 2021).
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6.8.2 Efecto del acido lipoico y la biotina en la motilidad en C. elegans

Cinco dias después del tratamiento con glucosa, se colectaron los gusanos en solucién
M9 y se centrifugaron a 1500 rpm durante 1 min. Se elimino el sobrenadante y se repitio
el proceso hasta eliminar a E. coli OP50 de la muestra. Después del lavado, los
nematodos se suspendieron en 500 yL de M9 y se transfirio 10 pl de la muestra en una
placa con medio NGM a temperatura ambiente. Se dejé aclimatar a los nematodos
durante 15 segundos y se contdé el numero de golpes por un minuto utilizando un
contador manual. Se utilizaron 20 nematodos por tratamiento, con tres réplicas. Para
el analisis de la velocidad y tipo de nado, se grabaron videos de 20 gusanos por
tratamiento, registrando el movimiento de nematodos individuales en un trayecto de 5
mm de longitud. Estos videos se procesaron en Fiji Imaged (versién 2.0.0) a una
velocidad de fotogramas de 30 fps en formato.av. Se midieron la longitud y amplitud de
la ondulacién en este trayecto para la comparacion del comportamiento de las
poblaciones a partir de los centroides.

6.9 Conversidén de dosis de acido lipoico y biotina equivalente en
humanos
Para saber las concentraciones equivalentes de los nutraceuticos que se utilizaron en

este proyecto, se utilizé la ecuacion de dosis equivalente (HED) utilizada por Morales
et al., 2011:

HED _( Désis en ) ( Animal km

(mg/kg) ~ animal Humano km
mg/kg
Dénde:
Peso corporal del animal (kg)
km de animal= km de humano _ 59 kg/m?

Area de superficie corporal (BSA) (m?2) (70 kg)

6.10 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados en el programa Statistica (ver 10. StatSoft,
Inc. USA) e incluyen ANOVA multifactorial, prueba de medias, chi cuadrado, analisis
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de correlacién, analisis de componentes principales, analisis de sobrevivencia de
Kaplan Meier, prueba de K-medias (motilidad), con un analisis post hoc Tuckey de una
via (P=0.05).

El analisis de componentes principales permite simplificar datos. Toma un conjunto
grande de variables y las combina en un grupo mas pequefio de nuevas variables
llamadas componentes principales, que resumen la mayor parte de la informacién
importante. Esto ayuda a identificar patrones, reducir redundancias y facilitar la

visualizacion de datos complicados en graficos mas simples.

VIl. RESULTADOS

7.1 Efecto del acido lipoico en la sobrevivencia de C. elegans (CL 1o,
CLso Y CLgo)

La concentracion letal (CL) es un término utilizado en toxicologia para describir la
concentracion de una sustancia que causa un efecto letal en un determinado porcentaje
de organismos expuestos durante un periodo de tiempo especifico. En el caso del acido
lipoico en la Figura 18 se puede observar una disminucidn en el porcentaje de
sobrevivencia a medida que se aumenta la concentracion de acido lipoico (0.1 mM, 0.5
mM y 1.0 mM), se puede observar que la CL1o corresponde a 1.19 mM, la CLsp
Corresponde a 2.85 mM y la CLgo corresponde a 4.52 mM. En las 3 concentraciones
sugeridas (0.1 mM, 0.5 mM y 1.0 mM) se observa que se encuentran dentro la CL1o,
dando un marco de seguridad para el uso de las mismas en este proyecto. En el caso
del tratamiento 1 correspondiente a 0.1 mM se observa un porcentaje de sobrevivencia
del 95%, para el tratamiento 2 con la concentracion de 0.5 mM se observa un 93% de
sobrevivencia y para el tratamiento 3 correspondiente a la concentracion 1.0 mM se
observa un 90.9% de sobrevivencia.
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Figura 18. Porcentaje de sobrevivencia en respuesta a la administracion de
diferentes concentraciones de acido lipoico, CL1o, CLso y CLgo. Se realizd una
prueba de medias con p=0.05, promedio+DS (n=30 nematodos por pocillo con 3

repeticiones; 48 horas).

7.2 Efecto de la biotina en la sobrevivencia de C. elegans (CL1, CL50
Y CLy)

En el caso de la biotina en la Figura 19 se puede observar una disminucién en el
porcentaje de sobrevivencia a medida que se aumenta la concentracion de biotina (50
nM, 100 nM y 150 nM), se puede observar que la CL1o corresponde a 164.66 nM, la
CLso Corresponde a 477.59 nM y la ClLgo corresponde a 785.52 nM. En las 3
concentraciones sugeridas (50 nM, 100 nM y 150 nM) se observa que se encuentran
dentro la CL+10, dando un marco de seguridad para el uso de las mismas en este
proyecto. En el caso del tratamiento 1 correspondiente a 50 nM se observa un
porcentaje de sobrevivencia del 97.4%, para el tratamiento 2 con la concentracion de
100 nM se observa un 94.4% de sobrevivencia y para el tratamiento 3 correspondiente
a la concentracién 150 nM se observa un 91.2% de sobrevivencia.

82




1004
J N G- S R CL, 169.66 nM

0
3]
c
]
2
>
] CLs, 477.59 nM
8
0
%)
52
CLgo 785.52 nM

LSS LTS LSS
Concentraciones de biotina (nM)

Figura 19. Porcentaje de sobrevivencia en respuesta a la administracion de
diferentes concentraciones de biotina, senalizacion de CL10, CL50 Y CL95, Se
realizé una prueba de medias con p=0.05, promedio+DS (n=30 nematodos por pocillo

con 3 repeticiones; 48 horas).

7.3 Efecto de acido lipoico en la sobrevivencia de C. elegans expuesto

a peroxido de hidrégeno

Posteriormente se realizaron lavados a los nematodos y se indujo estrés oxidante con
peroxido de hidrégeno a una concentracion de 20 mM en medio M9. En la Figura 20
se observa el comportamiento del porcentaje de sobrevivencia de los nematodos
tratados con las concentraciones de acido lipoico y en presencia de peroxido de
hidrogeno por 6 horas. Se observa la sobrevivencia del 8.79% de la poblacion a las 6
horas tratadas con peréxido de hidrogeno, mientras que las poblaciones aumentan la
esperanza de vida a las 6 horas con los tratamientos: el tratamiento 1 (0.1mM) aumenta
un 47.75% en la sobrevivencia, el tratamiento 2 (0.5mM) aumenta un 43.55% en la
sobrevivencia y el tratamiento 3 (1.0mM) aumenta un 44.08% en la sobrevivencia, lo
gue nos permite seleccionar la concentracion del tratamiento 1 como la concentracién

Optima para realizar los ensayos posteriores.
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Figura 20. Efecto del acido lipoico en la resistencia a estrés oxidante producido
por H202, Porcentaje de sobrevivencia en respuesta a la administracion de diferentes
concentraciones de acido lipoico por un periodo de 6 horas y en presencia de perdxido
de hidrégeno (20 mM), por el estimador de Kaplan-Meier (n=30 nematodos por pocillo
con 3 repeticiones).

7.4 Efecto de la biotina en la sobrevivencia de C. elegans expuesto a

peroxido de hidréogeno

Después de los tratamientos con biotina por 48 horas se realizaron lavados a los
nematodos y se indujo estrés oxidante con peroxido de hidrogeno (20 mM) en medio
M9. En la Figura 21 se observa el comportamiento del porcentaje de sobrevivencia de
los nematodos tratados con las concentraciones de biotina y en presencia de peréxido
de hidrégeno por 6 horas. Se observa la sobrevivencia del 8.79% de la poblacion a las
6 horas tratadas con peroxido de hidrogeno, mientras que las poblaciones aumentan la
esperanza de vida a las 6 horas con los tratamientos: el tratamiento 1 (50 nM) aumenta
un 40.31% en la sobrevivencia, el tratamiento 2 (100 nM) aumenta un 43.08% en la
sobrevivencia y el tratamiento 3 (150 nM) aumenta un 47.08% en la sobrevivencia, lo
gue nos permite seleccionar la concentracion del tratamiento 3 como la concentracién

Optima para realizar los ensayos posteriores.
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Figura 21. Efecto de la biotina en la resistencia a estrés oxidante producido por
H202 Porcentaje de sobrevivencia en respuesta a la administracion de diferentes
concentraciones de biotina por un periodo de 6 horas en y presencia de peroxido de
hidrégeno (H202 20mM), por el estimador de Kaplan-Meier (n=30 nematodos por pocillo
con 3 repeticiones).

7.5 Contenido de acido lipoico y biotina en Caenorhabditis elegans

Se analiz6 la concentracion de acido lipoico y biotina absorbidos por C. elegans en sus
tres tratamientos por separado y en conjunto con las concentraciones de biotina y acido
lipoico que se consideraron Optimas al presentar la mayor sobrevivencia al ser
expuestos a H20». En el caso del acido lipoico se observa en la Figura 22 que el nivel
basal de acido lipoico contenido en el nematodo no tiene diferencias significativas con
el acido lipoico contenido en el tratamiento 1 (0.1 mM), al igual que su combinacién con
biotina. Por otra parte, se observan diferencias significativas con respecto al tratamiento
2 (0.5 mM)y 3 (1.0 mM) puesto que se observa un incremento en los niveles de acido
lipoico de hasta 3 veces en el tratamiento 3 con respecto al 1; lo que nos dice que

mientras mas acido lipoico se administre, mas se absorbe.
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Figura 22. Contenido de acido lipoico por tratamiento en C. elegans. Fue medido
por HPLC a 337 nm, ANOVA, Tukey a=0.05, Promedio+DS, n=3.

En el caso de la biotina se observa en la Figura 23 que nivel basal de la biotina no fue

detectado, mientras que el tratamiento 1 (50 nM) y la combinacion de biotina (150 nM)

con acido lipoico (0.1 mM) no se observan diferencias significativas, al igual que el

tratamiento 2 (100 nM) y 3 (150 nM), lo que nos demuestra que mientras mas
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concentracion se administre, mas concentracion es absorbida, llegando a un punto de

saturacion en donde no se tienen diferencias significativas en la absorcion.
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Figura 23. Contenido de biotina por tratamiento en C. elegans. Fue medido por
HPLC a 205 nm, ANOVA, Tukey a=0.05, Promedio+DS, n=3.

7.6 Efecto del acido lipoico y la biotina en la sobrevivencia y

longevidad de Caenorhabditis elegans

Tras elegir y observar los efectos de la concentracion seleccionada de acido lipoico
(0.1 mM) y biotina (150 nM) por separado, se indujo a un estrés oxidativo por H202 (20
mM) y se realizd una comparacion en el porcentaje de sobrevivencia por separado y
en combinacion. Se observa que para la cepa N2 (Figura 24 A) la sobrevivencia es del
8.79% de la poblacion del grupo control a las 6 horas, mientras que las poblaciones
aumentan la esperanza de vida a las 6 horas en los tratamientos: con acido lipoico (0.1
mM) aumenta un 47.75% en la sobrevivencia, con biotina (150 nM) aumenta un 47.08%
y la combinacién de acido lipoico y biotina aumenta un 86.52%, por lo que a la
combinacion de los nutracéuticos aumenta el porcentaje de sobrevivencia en presencia

de estrés oxidativo.

En el caso de la cepa mutante TJ401 (-Age1/-PI13K) (Figura 24 B) la sobrevivencia es
del 16.56% de la poblacion a las 6 horas, mientras que las poblaciones aumentan la
esperanza de vida a las 6 horas en los tratamientos: con acido lipoico (0.1 mM)
aumenta un 44.45% en la sobrevivencia, con biotina (150 nM) aumenta un 50.34% y
la combinacion de acido lipoico y biotina aumenta un 74.04% la sobrevivencia, por lo
que a la combinacién de los nutracéuticos aumenta el porcentaje de sobrevivencia en

presencia de estrés oxidativo.

En el caso de la cepa mutante CF1038 (-Daf 16/FOXO) (Figura 24 C), la sobrevivencia
es del 13.89% de la poblacion a las 6 horas, mientras que para los tratamientos es: con
acido lipoico (0.1 mM) aumenta un 47.71% en la sobrevivencia, con biotina (150 nM)
aumenta un 55.51% y la combinacion de acido lipoico y biotina aumenta un 75.31%,
por lo que a la combinacién de los nutracéuticos aumenta el porcentaje de

sobrevivencia en presencia de estrés oxidativo.

Por su parte, en la cepa mutante MQ1766 (-SOD/ SOD-1, SOD-2, SOD-3 y SOD-4)
(Figura 24 D) la sobrevivencia es del 15.61% de la poblacién a las 6 horas, mientras
que para los tratamientos: con acido lipoico (0.1 mM) aumenta un 44.29% en la
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sobrevivencia, con biotina (150 nM) aumenta un 52.59% vy la combinacion de acido
lipoico y biotina aumenta un 74.29%, por lo que a la combinacion de los nutracéuticos

aumenta el porcentaje de sobrevivencia en presencia de estrés oxidativo.

A) N2
100 A
! %
8 807 -~ C-: (0mM de H,0,)+ (OnM/OmM de Biotina 6 A. Lipoico)
] - C*:(20mM de H,0,)+ (0nM/0mM de Biotina 6 A. Lipoico)
g 60 & T1: (20mM de H,0,)+ (150nM de Biotina)
o [
2 =¥ T2: (20mM de H,0,)+ (0.1 mM de A. Lipoico)
E 401 -4~ T3: (20mM de H,0,)+ (150nM de Biotina- 0.1mM
.g de A. Lipoico)
S 20 |
0 2 4 6
Tiempo (h)
TJ401(-Age1)
100 100
100 " *

50
50

- - L
Sobrevivencia (%)
3
1
Sobrevivencia (%)

Sobrevivencia (%)

o

0 I 1

T T 1 0 2 4 "

Tiempo (h

0 2 4 6 Tiempo (h) po(h)
Tiempo (h)

o

o -

Figura 24. Efecto del acido lipoico y la biotina en la sobrevivencia de C. elegans.
A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766 en respuesta a la administracion
de biotina, acido lipoico y la combinacion por un periodo de 6 horas en presencia de
peroxido de hidrégeno (H202 20mM), por el estimador de Kaplan-Maier (n=30
nematodos por pocillo con 3 repeticiones).

De igual manera, se analizd si los tratamientos con biotina y acido lipoico y la
combinacion influyen en la longevidad de C. elegans. Por lo que se toma en cuenta que
1 dia en la vida de un nematodo equivale a 3.6 afios de vida de un humano (Guzman,
2019). Se observa en la cepa control N2 (Figura 25 A) tiene 30 dias de vida, mientras
que la sobrevivencia disminuye 17 dias al estar en un estrés oxidante inducido por 80
mM de glucosa. Por su parte, se alcanza una mayor longevidad en presencia de biotina

(4 dias), acido lipoico (2 dias) y su combinacion (5 dias) con respecto al control. En el
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caso de estar sometidos a estrés oxidativo, la biotina (6 dias), el acido lipoico (4 dias)

y la combinacion (9 dias).

En el caso de las cepas mutantes se observa lo siguiente: para la cepa TJ401 (-Age 1)
(Figura 25 B) su control tiene 37 dias de vida, mientras que la esperanza disminuye 32
dias al estar en un estrés oxidativo inducido por glucosa (80 mM). Por otra parte, se
alcanza una mayor esperanza de vida en presencia de biotina (2 dias), acido lipoico (1
dia) y su combinacién (5 dias) con respecto al control. En el caso de estar sometidos a
estrés oxidante la biotina (13 dias), el acido lipoico (12 dias) y la combinacion (22 dias).

Por su parte, la cepa CF1038 (-Daf 16) (Figura 25 C) su control tiene 23 dias de vida,
mientras que la esperanza disminuye 10 dias al estar en un estrés oxidativo inducido
por glucosa. Con los tratamientos se alcanza una mayor esperanza de vida en
presencia de biotina (3 dias), acido lipoico (1 dia) y su combinacion (4 dias) con
respecto al control. En caso de estar sometidos a estrés oxidativo la biotina (3 dias), el
acido lipoico (1 dias) y la combinacion (8 dias). Para la cepa MQ1766 (-SOD) (Figura
25 D) su control tiene 24 dias de vida, mientras que la esperanza disminuye 7 dias al
estar en un estrés oxidativo. Por otra parte, se alcanza una mayor esperanza de vida
en presencia de biotina (3 dias), acido lipoico (1 dia) y su combinacion (4 dias) con
respecto al control. En el caso de estar sometidos a estrés oxidativo, la biotina (1 dia),

el acido lipoico (1 dia) y la combinacién (4 dias).
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Figura 25. Efecto del acido lipoico y la biotina en la longevidad de C. elegans.
Respuesta a la administracion de biotina, acido lipoico y la combinacién de ambos por
un periodo de 6 horas en presencia de por el estimador de Kaplan-Maier. A) Cepa N2,
B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766 (n=30 nematodos por pocillo con 3
repeticiones).

7.7 Cambios morfolégicos y de volumen de C. elegans tratados

con acido lipoico y biotina

El adicionar glucosa en el medio de cultivo puede inducir varios cambios morfologicos
notorios en C. elegans. Esto incluye alteraciones en el crecimiento y desarrollo,
manifestadas por cambios en el tamario corporal y la longitud del cuerpo. En la Figura
26 se aprecia en la cepa N2 un incremento en el tamafio del control con glucosa
respecto a todos los tratamientos, es por eso que se realizé el analisis de diferentes
parametros como volumen, contenido de proteinas y contenido de triglicéridos. El
volumen obtenido fue representado en mm?3. Como se muestra en la Figura 27 A, en
la cepa N2 existe un incremento en el volumen respecto al control y al grupo tratado
con glucosa (0.049 mm3), se observo que el control de la cepa N2 sin glucosa tiene un
volumen de 0.009 mm3, mientras que en los tratamientos con acido lipoico (0.1 mM),

biotina (150 nM) y su combinacion no se muestran cambios significativos con respecto
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al control con glucosa. En el caso de la cepa TJ401 (-Age 1) (Figura 27 B), CF1038 (-
Daf 16) (Figura 27 C) y MQ1766 (-SOD) (Figura 27 D) de igual manera se observa un
incremento en el volumen respecto al control sin glucosa. Es interesante observar que
los volumenes en presencia de glucosa y de los nutracéuticos no incrementan de

manera tan drastica como el que se encuentra solo en presencia de glucosa.

Sin glucosa Glucosa
80mM
"\ \

,W Control

Biotina
(150nM)

‘ - Acido lipoico
y (0.1mM)
B

Acido lipoico
(0.1mM) +
Biotina
(150nM)

O 1 2

Figura 26. Efecto del acido lipoico y la biotina en la morfologia de C. elegans de
la Cepa N2. En presencia de glucosa al 80mM y en ausencia de la misma con los
tratamientos de acido lipoico (0.1 mM) y biotina (150 nM) por separado y en
combinacion, medido en el programa FI1JI® en escala de 0 a 2 mm, con aumento de 10X

en microscopio optico.
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Figura 27. Efecto del acido lipoico y la biotina en el volumen de C. elegans.
Medidas de largo y ancho tratados con factor A (dafio o no dafo) y B (tratamientos
seleccionados). A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766, ANOVA, Tukey
con un 0=0.05, Promedio+DS (n=30 nematodos por pocillo con 3 repeticiones).

7.8 Cuantificacion del contenido total de proteinas de C. elegans

tratados con acido lipoico y biotina

En el caso de la cepa control N2 se observa en la Figura 28 A un aumento significativo
en el contenido de proteina respecto al control sin glucosa (0.38 mg/mL) y al grupo con
glucosa (0.83 mg/mL). En el caso de los tratamientos de acido lipoico (0.07 mg/mL),
biotina (0.09 mg/mL) y su combinacion (0.05 mg/mL) se observa una disminucién
significativa del contenido de proteina total respecto al control sin glucosa. Por otra
parte, los tratamientos con acido lipoico (0. 13 mg/mL), biotina (0.12 mg/mL) y su
combinacion (0.18 mg/mL) en presencia de glucosa disminuyen significativamente el

contenido de proteina total en comparacion con el grupo control con glucosa.
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En la cepa TJ401 se encuentra un contenido significativamente mas alto de proteina
total con respecto a la cepa N2 con y sin glucosa. En la Figura 28 B se observan los
valores del contenido de proteina total, el cual difiere con un 0.08 mg/mL con el control
(0.63 mg/mL) y la presencia de glucosa (0.71 mg/mL). Ademas, existe una disminucién
de la proteina total con acido lipoico (0.2 mg/mL), biotina (0.32 mg/mL) y su
combinacion (0.06 mg/mL). De igual manera en la cepa CF1038 se puede apreciar en
la Figura 28 C como su contenido de proteina total tiene una diferencia significativa al
estar en presencia de glucosa (0.84 mg/mL) con respecto al control y esta disminuye
al ser tratados con la combinacion de los nutracéuticos (0.05 mg/mL). En la cepa
MQ1766 el contenido de proteina total tiene una diferencia significativa al estar en
presencia de glucosa (0.77 mg/mL) con respecto al control sin glucosa y este disminuye

al ser tratados con la combinacion de los nutracéuticos (0.05 mg/mL).
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Figura 28. Efecto del acido lipoico y la biotina en el contenido de proteina de C.

elegans. Cuantificacion de proteina total por en método de biuret con factor A (dafio o
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no dano) y B (Tratamientos seleccionados) en A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038
Y D) MQ1766, ANOVA, Tukey con un a=0.05, Promedio+DS.

7.9 Cuantificacion del contenido total de triacilglicéridos de C.

elegans tratados con acido lipoico y biotina

Como se muestra en la Figura 29 A, en los grupos control de la cepa N2 se observa
un menor contenido de triacilglicéridos en el control (6.33 uyg TAG/mg proteina total)
respecto al grupo con glucosa (28.46 ug TAG/mg proteina total), al administrar biotina
se observa que en ausencia de glucosa la biotina disminuye los niveles de
triacilgicéridos (2.50 yg TAG/mg proteina total), pero en presencia de glucosa la biotina
aumenta el contenido de triacilglicéridos (15.46 ug TAG/mg proteina total); caso similar
el del acido lipoico en donde en ausencia de glucosa se tiene una disminucion de
triacilglicéridos (4.18 yg TAG/mg proteina total) en comparacion con el grupo en
presencia de acido lipoico y glucosa (17.64 pg TAG/mg proteina total). El grupo
administrado con la combinacién de acido lipoico y biotina presenta el nivel mas bajo
de triglicéridos (0.50 ug TAG/mg proteina total) (aun en presencia de glucosa 15.29 ug
TAG/mg proteina total).

La cepa TJ401 (Figura 29 B) muestra en los grupos control se observa un menor
contenido de triacilglicéridos en el control (7.59 uyg TAG/mg proteina total) respecto al
control con glucosa (22.90 ug TAG/mg proteina total), al administrar biotina se observa
que en ausencia de glucosa la biotina disminuye los niveles de triacilglicéridos (4.13 ug
TAG/mg proteina total), pero en presencia de glucosa la biotina aumenta el contenido
de triacilglicéridos (5.44 pg TAG/mg proteina total); caso del acido lipoico en donde en
ausencia de glucosa se tiene una disminucion de triacilglicéridos (3.6 yg TAG/mg
proteina total) en comparacion con el grupo en presencia de acido lipoico y glucosa
(6.85 pg TAG/mg proteina total) Los grupos administrados con la combinacién de acido
lipoico y biotina presentan los siguientes niveles triacilglicéridos 3.09 ug TAG/mg
proteina total y en presencia de glucosa 4.9 ug TAG/mg proteina total.

Por su parte la cepa CF1038 (Figura 29 C) muestra en los grupos control se observa
un menor contenido de triacilglicéridos en el control (7.21 uyg TAG/mg proteina total)
respecto al grupo con glucosa (9.98 ug TAG/mg proteina total), al administrar biotina
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se observa que en ausencia de glucosa la biotina disminuye los niveles de
triacilglicéridos (1.68 pg TAG/mg proteina total), al igual que en presencia de glucosa
la biotina disminuye el contenido de triacilglicéridos (3.04 ug TAG/mg proteina total);
caso del acido lipoico en donde en ausencia de glucosa se tiene un contenido menor
de triacilglicéridos (1.86 ug TAG/mg proteina total) en comparacién con el grupo en
presencia de acido lipoico y glucosa (5.37 yg TAG/mg proteina total) Los grupos
administrados con la combinacion de acido lipoico y biotina presentan los siguientes
niveles triacilglicéridos 0.84 ug TAG/mg proteina total y en presencia de glucosa 2.74

Mg TAG/mg proteina total.

Por su parte la cepa MQ1766 (Figura 29 D) muestra en los grupos control se observa
un menor contenido de triacilglicéridos en el control (9.4 pg TAG/mg proteina total)
respecto al grupo con glucosa (16.37 ug TAG/mg proteina total), al administrar biotina
se observa que en ausencia de glucosa la biotina disminuye los niveles de
triacilglicéridos (1.36 pg TAG/mg proteina total), al igual que en presencia de glucosa
la biotina disminuye el contenido de triacilglicéridos (4.07 ug TAG/mg proteina total);
caso del acido lipoico en donde en ausencia de glucosa se tiene un contenido menor
de triacilglicéridos (2.54 ug TAG/mg proteina total) en comparacién con el grupo en
presencia de acido lipoico y glucosa (4.91 yg TAG/mg proteina total) Los grupos
administrados con la combinacion de acido lipoico y biotina presentan los siguientes
niveles triacilglicéridos 1.31 uyg TAG/mg proteina total y en presencia de glucosa 2.81
Mg TAG/mg proteina total.
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Figura 29. Efecto del acido lipoico y la biotina en el contenido de triglicéridos de
C. elegans. Cuantificado con factor A (dafio o no dafio) y B (Tratamientos
seleccionados) en A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766, ANOVA,
Tukey con un 0=0.05, Promedio+DS (3 repeticiones por grupo).

7.10 Cuantificacién de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en

C. elegans tratados con acido lipoico y biotina

Se observa en la Figura 30 un incremento de las ROS todos los grupos tratados con
glucosa al 80 mM en las 4 cepas de estudio, es importante recalcar que aun en
presencia de glucosa los nutraceuticos por separado y en combinacion disminuyen las
ROS respecto a los dos controles con glucosa y sin glucosa. Ademas de resaltar que
la combinacion de los nutraceuticos tanto en presencia como en ausencia de glucosa

tienen una reduccidn significativa de las ROS.
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Figura 30. Efecto del acido lipoico y la biotina en el contenido de EROs de C.
elegans. Cuantificado con factor A (dafio o no dafio) y B (Tratamientos seleccionados)
en A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766, ANOVA, Tukey con un
a=0.05, Promedio+DS (3 repeticiones por grupo).

7.11 Cuantificacién de la actividad de SOD en C. elegans tratados
con acido lipoico y biotina

Como se muestra en la Figura 31, podemos observar que la actividad de la enzima
exhibié un aumento en los grupos con glucosa al 80 mM. Por su parte la cepa N2
(Figura 31 A) nos muestra diferencias significativas por el aumento de la actividad de
SOD respecto al control sin glucosa y al grupo tratado con la combinacién de los
nutracéuticos al igual que la cepa TJ401 (Figura 31 B). La cepa CF1038 (Figura 31 C)
muestra diferencias significativas por el aumento de la actividad de SOD en respecto
al grupo control sin glucosa. El caso de la cepa MQ1766 (Figura 31 D) es un caso
especial puesto que presenta una supresion que evita la expresion de SOD, pero se
muestra la actividad en los grupos en presencia de glucosa y los tratamientos por
separado y su combinacion. Cabe resaltar que existe una disminucién de la actividad
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de SOD respecto a los grupos expuestos a glucosa en presencia de los nutracéuticos

por separado y en combinacion.
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Figura 31. Efecto del acido lipoico y la biotina en la actividad de SOD en C.
elegans. Cuantificado con factor A (dafio o no dafio) y B (Tratamientos seleccionados)
en A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766, ANOVA, Tukey con un

a=0.05, Promedio+DS (3 repeticiones por grupo).

7.12 Cuantificacién de la actividad de CAT en C. elegans

tratados con acido lipoico y biotina

Como se muestra en la Figura 32, en la cepa N2 (Figura 32 A), TJ401 (Figura 32 B)
y MQ1766 (Figura 32 D) existe un aumento en la actividad de catalasa en los grupos
tratados con acido lipoico y la combinacion de biotina y acido lipoico en presencia de
glucosa, mientras que la cepa CF1038 (Figura 32 C) muestra el incremento en su
actividad en los grupos tratados con acido lipoico y la combinacién de acido lipoico con

biotina en ausencia de glucosa.
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Figura 32. Efecto del acido lipoico y la biotina en la actividad de CAT en C.
elegans. Cuantificado con factor A (dafio o no dafio) y B (Tratamientos seleccionados)
en A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766, ANOVA, Tukey con un

a=0.05, Promedio+DS (3 repeticiones por grupo).

7.13 Cuantificacién de glutatién en C. elegans tratados con acido
lipoico y biotina

Se observa en la cepa N2 (Figura 33 A) un mayor contenido de glutation en los grupos
tratados con glucosa, biotina, lipoico y la combinacion de ambos. Por su parte la cepa
TJ401 (Figura 33 B) muestra un aumento en el contenido en los grupos control, tratado
con acido lipoico sin glucosa, biotina y la combinacion de los nutracéuticos tratados con
glucosa. La cepa CF1038 (Figura 33 C) muestra que el contenido presente en el grupo
control muestra un incremento significativo con respecto a los demas grupos.

Finalmente, la cepa MQ1766 (Figura 33 D) muestra que el nivel presente en el grupo
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tratado con biotina y glucosa tiene un aumento significativo con respecto a los dos

grupos.
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Figura 33. Efecto del acido lipoico y la biotina en el nivel de glutatién total en C.
elegans. Cuantificado con factor A (dafio o no dafio) y B (Tratamientos seleccionados)
en A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766, ANOVA, Tukey con un
a=0.05, Promedio+DS (3 repeticiones por grupo).

Se observa en la cepa N2 (Figura 34 A) que el grupo control presenta el mayor
contenido de GSH respecto a los demas grupos. La cepa TJ401 (Figura 34 B) muestra
que el grupo tratado con acido lipoico en ausencia de glucosa seguido del grupo tratado
con la combinacién de los nutraceuticos tienen el mayor contenido. En el caso de las
cepas CF1038 y MQ1766 (Figura 34 C y D) el grupo tratado con biotina en presencia
de glucosa tiene una mayor actividad con respecto a los demas grupos.
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Figura 34. Efecto del acido lipoico y la biotina en el nivel de GSH en C. elegans.

Cuantificado con factor A (dafio o no dano) y B (Tratamientos seleccionados) en A)
Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766, ANOVA, Tukey con un a=0.05,

Promedio+DS (3 repeticiones por grupo).

Se observa en la cepa N2 (Figura 35 A) que el grupo en presencia de glucosa
presenta un mayor contenido de GSSG respecto a los demas grupos. La cepa

TJ401 (Figura 35 B) muestra que el grupo tratado con acido lipoico en ausencia de

glucosa seguido del grupo tratado con la combinacion de los nutraceuticos en

presencia de glucosa tienen el mayor contenido. En el caso de las cepa CF1038
(Figura 35 C) el grupo control tiene un mayor contenido de GSSG con respecto a
los demas grupos. Finalmente, la cepa MQ1766 (Figura 35 D) presenta un mayor

contenido de GSSG en el grupo tratado con biotina en presencia de glucosa.
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Figura 35. Efecto del acido lipoico y la biotina en la actividad de GSSG en C.
elegans. Cuantificado con factor A (dafio o no dafio) y B (Tratamientos seleccionados)
en A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766, ANOVA, Tukey con un
a=0.05, Promedio+DS (3 repeticiones por grupo).

En la cepa N2 (Figura 36 A) se observa que la relacidon de glutation
oxidado/reducido es mayor en el grupo control sin glucosa y la combinacion de los
nutracéuticos, tanto en presencia como en ausencia de glucosa. Por su parte la
cepa TJ401 (Figura 36 B) muestra que el grupo con la relacién mas alta es el grupo
control sin glucosa. La cepa CF1038 (Figura 36 C) nos muestra que el grupo
tratado con biotina en presencia de glucosa contiene el nivel mas alto en la relacion
GSH/GSSG, seguido del grupo de la combinacion en ausencia de glucosa.
Finalmente, la cepa MQ1766 (Figura 36 D) muestra que el grupo tratado con acido
lipoico en ausencia de glucosa muestra una diferencia significativa al tener un valor

de relacién mas alto que los demas grupos.
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Figura 36. Efecto del acido lipoico y la biotina en la relacion GSH/GSSG en C.
elegans. Cuantificado con factor A (dafio o no dafio) y B (Tratamientos seleccionados)
en A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D) MQ1766, ANOVA, Tukey con un
a=0.05, Promedio+DS (3 repeticiones por grupo).

7.14 Cuantificacién de memoria condicionada por alimento en C.

elegans: indice de quimiotaxis

El indice de quimiotaxis en C. elegans es una medida utilizada para evaluar la respuesta
de los nematodos a gradientes de sustancias quimicas en el ambiente. Es importante
tener él cuenta que lo fundamental de esta prueba es observar que el entrenamiento
es esencial para la prueba. Como se observa en la Figura 37 los iQ mas altos se
presentan en los grupos previamente entrenados. En los grupos tratados con la
combinacion de los nutraceuticos nos genera iQ elevados en presencia y ausencia de
glucosa. Por otro lado, es importante mencionar que si bien C. elegans carece de
entrenamiento previo en presencia de glucosa se observa que la combinacion de los

nutracéuticos presenta de igual manera el iQ mas alto.
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Figura 37. Efecto del acido lipoico y la biotina en el entrenamiento de la memoria
condicionada por alimento en C. elegans. Cuantificacién del IQ a partir del
entrenamiento y no entrenamiento de la memoria con una concentracion de 100 uM de
NaCl. Se realizé un ANOVA, Tukey a=0.05, promedio+DS (n=100 nematodos por caja
con 3 repeticiones).

En los iIQ de las cepas N2, TJ401 y MQ1766 (Figura 38 A, B y D) se observa un
aumento con respecto a los controles (tanto en presencia como en ausencia de
glucosa) en los grupos con los nutracéuticos por separados y en combinacion, tanto en
presencia de glucosa como en ausencia, siendo la combinacion el tratamiento mas
efectivo. En el caso de la cepa CF1038 (Figura 38 C) se observa una diferencia
significativa con respecto a los controles tanto en presencia como en ausencia de
glucosa) y los demas grupos, pero de igual forma se observa un incremento del iQ de

los grupos con nutracéuticos por separado y en combinacidn en presencia de glucosa.
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Figura 38. Efecto del acido lipoico y la biotina en el indice de quimiotaxis en C.
elegans. Cuantificaciéon del iQ a partir del entrenamiento de la memoria con una
concentracion de 100 uyM de NaCl y de los factores A (dafio o no dafio) y B
(Tratamientos seleccionados) en A) Cepa N2, B) Cepa TJ401, C) CF1038 Y D)

MQ1766. Se realiz6 un ANOVA, Tukey a=0.05, promedio+DS (n=100 nematodos por
caja con 3 repeticiones).

7.15 Evaluacion de la motilidad de C. elegans tratados con acido
lipoico y biotina

Se observa en el estudio de motilidad en donde se obtuvieron medidas de longitud
(X) y amplitud (Y) de onda para obtener las distancias euclidianas de las cuales se
observa el siguiente comportamiento a partir de los centroides establecidos: La
cepa N2 muestra (Figura 39 ) un comportamiento similar a los grupos control y la
combinacion de los nutracéuticos con glucosa por el posicionamiento de su
centroide. Por su parte las cepas TJ401 y CF1038 muestran un efecto similar en el
que el grupo en presencia de dafio y la combinacion de los nutraceuticos tienen un

comportamiento similar que el control sin glucosa. Por otra parte, en la cepa
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MQ1766 se observa una dispersion marcada en ambos grupos, en donde de igual
forma se observa la diferencia entre el grupo con glucosa y el grupo en

combinacion con los nutracéuticos aun en presencia de dafo.
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Figura 39. Efecto del acido lipoico y la biotina en la motilidad de C. elegans.
Analisis del comportamiento de la motilidad en los grupos CONTROL, GLUCOSA y
BIO-AL (GLU) a partr de los centroides C1, C2 y C3 en Cepa N2, TJ401, CF1038 y
MQ1766. Se realiz6 un analisis de K-medias (n=20 nematodos por grupo).

7.16 Analisis de componentes principales

Es importante sefialar que existe una correlacion en cada parametro evaluado, esto
analizado por un ensayo de componentes principales (Figura 40), en donde se

agrupan las siguientes caracteristicas:

Grupo I: Longevidad, quimiotaxis y ROS; Grupo Ill: Glutation total, volumen y
proteina; Grupo lll: Ninguno; Grupo IV: SOD, CAT vy triglicéridos.

Dichos grupos denotan la relacion y diferencias en cada parametro evaluado en C.
elegans en grupos control, glucosa, acido lipoico, biotina, combinacion aun en
presencia de dafio. El analisis de componentes principales reduce la
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dimensionalidad de las variables analizadas para asi determinar cuales contribuyen
de manera significativa a la variabilidad observada en los datos. En este estudio se
incluyen 9 variables relacionadas con caracteristicas morfolégicas (volumen,
contenido total de proteina, contenido de triacilglicéridos), bioquimicas (niveles de
glutation total, actividad de SOD, actividad de CAT y el contenido de ROS) y
comportamentales (Longevidad e indice de quimiotaxis) de una poblacion
experimental (Cepa N2) expuesta a diferentes condiciones en presencia y ausencia

de glucosa, con biotina, acido lipoico y la combinacion de ambos nutraceuticos.

Tras la estandarizacién de los datos, se observan dos componentes principales
(CP1y CP2) que explican el 89.4%de variabilidad total. EI CP1, que representa el
77.04%de la varianza, esta altamente correlacionado con variables como el
contenido de ROS, el contenido de glutation total y actividad de SOD y CAT, lo
que indica que este componente esta relacionado principalmente con el estrés
oxidativo y la defensa antioxidante. De igual forma se encuentran en funcién del
CP1 el volumen, el contenido total de proteina y el contenido de triacilglicéridos lo

gue denota un cambio metabdlico en los nematodos.

Por otra parte se observa en el CP2 (que representa el 12.36% de la varianza) una
correlacion entre las caracteristicas de longevidad e indice de quimiotaxis lo que
denota que este componente se encuentra relacionado principalmente con la

pérdida de memoria y la sobrevivencia de los nematodos.
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Figura 40. Analisis de componentes principales de los diferentes parametros
evaluados en Caenorhabditis elegans. Se evalu6 la correlacidon existente entre la
variabilidad de las diferentes caracteristicas morfologicas (volumen, contenido total de
proteina, contenido de triacilglicéridos), bioquimicas (niveles de glutation total, actividad
de SOD, actividad de CAT y el contenido de ROS) y comportamentales (Longevidad e
indice de quimiotaxis) de una poblacion experimental (Cepa N2), en presencia y
aisencia de glucosa, biotina, acido lipoico y la combinacién de ambos nutraceuticos,
esto con una variabilidad de 89.4% (CP1 77.04% y CP2 12.36%).

7.17 Désis equivalente de acido lipoico y biotina en humanos

Es importante resaltar que en la tabla 7 se muestran las concentraciones en nematodos
y las dosis equivalentes para un individuo de 70 kg lo que permitiria plantear estudios
clinicos en investigaciones futuras, en concentraciones cuya equivalencia tiene un

efecto neuroprotector en C. elegans.
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Tabla 7. Concentraciones de biotina y acido lipoico administradas en C. elegans

y su dosis equivalente en humanos

Caenorhabditis elegans Dosis equivalente en Humanos

[] Biotina [] Acido lipoico  Biotina Acido lipoico
50 nM 0.1mM 56 pg 613.5 mg
100nM 0.5mM 112 ug 3067.5 mg
150nM 1.0mM 168 pg 6135 mg

Combinacion
150nM 0.1mM 168 g 613.5 mg

Esta investigacion presenta evidencia de: 1) Los niveles absorbidos de acido lipoico y
biotina por el SMVT aumentan la esperanza de vida de C. elegans en presencia de
20mM de H202 o glucosa 80 mM. 2) El 4cido lipoico y la biotina tiene un efecto protector
ante estrés oxidativo puesto que reestablecen los niveles de SOD, CAT y GSH/GSSG
permitiendo una proteccion enddgena y exoégena por las propiedades descritas de
ambos nutraceuticos, visualizandose en cambios morfolégicos reduciendo el volumen
en conjunto con el contenido proteico, mostrando un efecto sinérgico antioxidante. 3)
dicha actividad protectora se refleja en los cambios comportamentales, disminuyendo
la pérdida de memoria y tendiendo a tener una motilidad mas apegada a las
condiciones basales de C. elegans, reduciendo asi el dafo.

VIil. DISCUSION

Las enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer, el Parkinson y la esclerosis
lateral amiotréfica, representan un desafio creciente en la salud global debido al
envejecimiento poblacional y a la falta de tratamientos curativos. Estas condiciones se
caracterizan por la progresiva disfuncion y muerte de las neuronas, impulsadas en gran
parte por el estrés oxidativo, la neuroinflamacion y la disfuncion mitocondrial (Halliwell,
2019; Wang et al., 2014). Aunque los tratamientos farmacolégicos actuales se centran
en el manejo sintomatico, su efectividad esta limitada por efectos secundarios y baja
biodisponibilidad (Dias et al., 2013; Halliwell & Gutteridge, 2015).

En este contexto, los nutracéuticos, especialmente vitaminas y antioxidantes como la

biotina y el acido lipoico, han ganado atencion por su potencial para modular procesos
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bioldgicos clave implicados en la neurodegeneracion. Estas moléculas no solo mejoran
la funcion antioxidante al neutralizar especies reactivas de oxigeno y regenerar otros
antioxidantes, sino que también modulan vias de sefializacion celular relacionadas con
la inflamacion y el metabolismo energético, ofreciendo una alternativa complementaria
y menos invasiva para la prevencion y tratamiento de estas enfermedades (Shinto et
al., 2014; Mock et al., 2020). La creciente evidencia cientifica respalda el estudio de
nutracéuticos como herramientas terapéuticas en la busqueda de estrategias mas

efectivas para abordar los desafios de las enfermedades neurodegenerativas.

En esta investigacion se analizaron las concentraciones propuestas (apartado 6.2) de
biotina y acido lipoico observando que estan dentro de la CL10, al ampliar el margen de
concentraciones de cada nutraceutico disminuye el porcentaje de sobrevivencia de
manera minima dentro de un 90 %, lo que permite clasificar la susceptibilidad de la
poblacion permitiendo asi que sobrevivan los nematodos que nos son susceptibles.
Cuando se aumenta la concentracion existe un cambio y en el caso del acido lipoico un
agente antioxidante en exceso se puede convertir en un factor prooxidante (Wang et
al., 2014), lo que puede desencadenar un ambiente con un estrés oxidativo elevado
(Parcker et al., 2010), hasta induccion de apoptosis por el dafio mitocondrial
desencadenando apoptosis neuronal (Wang et al., 2014). En el caso de la biotina,
cuando se aumenta la concentracién también existe una pequefia disminucion en el
porcentaje de sobrevivencia, lo que puede ser debido a una sobrecarga metabdlica por
la desregulacion del metabolismo energético, o que genera metabolitos intermediarios
que son susceptibles a la oxidacion (Mock et al., 2020) y también puede ser a efectos
en la regulacién genética por la biotinilacién de histonas (Fernandez-Mejia y Lazo-de-
la-Vega, 2011). Por lo anterior fueron seleccionadas las concentraciones de biotina
(150nM) y acido lipoico (0.1mM) las cuales mostraron un porcentaje de sobrevivencia

mayor a las otras concentraciones propuestas frente a estrés oxidativo artificial.

Una parte importante para la verificacion del efecto neuroprotector de los nutraceuticos
es la absorcion y la biodisponibilidad de los nutraceuticos, en este caso tanto el acido
lipoico como la biotina ingresan a las neuronas por el sistema de transporte
multivitaminico dependiente de sodio (SMVT), este transportador especializado se
encuentra en la membrana de las neuronas en el caso de C. elegans, lo que resalta su

importancia en la regulacion sistémica de moléculas esenciales (Said, 2011). En el caso
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de la biotina el SMVT tiene un reconocimiento de alta afinidad, facilitando su ingreso a
través de un mecanismo de transporte acoplado al sodio (Mock et al., 2020). Por su
parte, el acido lipoico tiene una afinidad mas baja en comparacion con la biotina, es por
eso que en las Figuras 22 y 23 se observa que la combinacion de ambos nutracéuticos
tiende a tener niveles menores en C. elegans respecto a las concentraciones mas altas
propuestas, esto puede deberse a una saturacion por competicion a la afinidad del
SMVT.

Por otra parte la esperanza de vida de los nematodos se incremento con la biotina, esto
pudo ser debido a que puede regular el metabolismo energético, ya que la biotina actua
como cofactor de las carboxilasas actuando asi en la gluconeogénesis, sintesis de
acidos grasos y el ciclo de Krebs, promoviendo la homeostasis energética. Ademas, se
ha reportado que puede regular procesos energéticas a través de la via del AMPK
(Aguilera y Fernandez, 2012) que en C. elegans optimiza el metabolismo y regula el
envejecimiento (Ziegler et al., 2006). La biotina modula la expresion de genes clave
involucrados en la defensa contra el estrés oxidativo, como aquellos que codifican para
la superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), contribuyendo a la proteccidon
celular frente al dafio oxidativo acumulado (Tourbah et al., 2016). Ademas, la biotina
activa la via DAF-16/FOXO en Caenorhabditis elegans, donde DAF-16, un regulador
de la longevidad incrementa la expresidn de genes relacionados con la respuesta
antioxidante, la reparacion celular y la defensa frente al estrés térmico y oxidativo (Xu
et al., 2017).

Por su parte, se ha reportado que el acido lipoico puede modular la via de senalizacion
de la insulina, reduciendo la sehalizacion de esta via, promoviendo la activacion de la
via DAF-16/FOXO en C. elegans, potenciando la expresion de genes que promueven
la reparacion celular, detoxificaciéon de ROS y la resistencia al estrés (Hatzis & Varonos,
2016; Xu et al., 2017). Lo anterior esta en consonancia con el aumento de la esperanza
de vida de C. elegans en las diferentes cepas (N2, TJ401, CF1038 y MQ1766), los
resultados muestran una mayor tasa de supervivencia en el grupo tratado con la
combinacion de los nutracéuticos, en comparacion con los grupos de control. Este
efecto positivo se amplifica aun mas cuando los nutracéuticos se administran en
presencia de dafo, observandose un incremento significativo en la longevidad y la

supervivencia, alcanzando niveles cercanos a los del grupo de control sin dafio. Esta
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combinacion sugiere un potencial efecto protector que no solo mejora la supervivencia
general, sino que también ofrece beneficios adicionales frente al dafio celular,
destacando la importancia de los nutracéuticos en la modulacién de la longevidad y la
resistencia al estrés celular (Tourbah et al., 2016; Xu et al., 2017).

La morfologia es otro parametro evaluado en donde es notorio el aumento del volumen
y proteina total en presencia de glucosa 80mM, ya que esta concentracién afecta el
metabolismo energético, generando subproductos que interfieren con procesos
celulares normales (Zhou & Zhou, 2012). Cuando los niveles de glucosa son
excesivamente altos, pueden producirse especies reactivas de oxigeno (ROS) y
productos finales de glicacion avanzada (AGEs). Las ROS inducen estrés oxidativo, lo
que dafia estructuras celulares como proteinas, lipidos y ADN. Por su parte, los AGEs
se forman cuando la glucosa reacciona de manera no enzimatica con proteinas, lipidos
o acidos nucleicos, alterando su funcionalidad y afectando la actividad de enzimas,
receptores y otras proteinas celulares, lo que interfiere con procesos como la
transduccion de sefiales, la expresion génica y la produccion de energia (Sies, 2015;
Halliwell, 2006). En este contexto se observa que la administracion de biotina restaura
el tamano corporal (Figura 26), probablemente al mejorar el metabolismo energético
mediante la optimizacién de las carboxilasas, lo que permite la utilizacion de los
excesos que previene la acumulacion de lipidos preservando la salud metabdlica
ademas de controlar los niveles de ROS presentes (Packer et al., 1997; Sedel et al.,
2015). Tambien se observa la reduccion del volumen (Figura 27) y contenido de
proteina total (Figura 28), esto se debe a que estos reflejan alteraciones en el estado
de salud y funcionamiento celular en respuesta a diversos factores, como el estrés o el

tratamiento con biotina.

El volumen de los nematodos puede indicar una acumulacion o pérdida de fluidos
intracelulares, lo que afecta su tamafio general. En modelos de neurodegeneracion o
estrés, se ha observado que el volumen celular puede reducirse debido a alteraciones
en el metabolismo celular, deshidratacién o dafio a las membranas celulares (Garg et
al., 2020; Wang et al., 2014). Por otro lado, el contenido total de proteinas es un

indicador directo de la capacidad biosintética y de la homeostasis celular.
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Un aumento en el contenido de proteinas podria sugerir un intento de reparacion
celular o acumulacion de proteinas mal plegadas, mientras que una disminucion
podria estar relacionada con la degradacion celular o la disfuncion metabdlica (Xu et
al., 2017; Schapira et al., 2020). En este contexto no se descarta la intervencion de
vias inflamatorias puesto que se observan incrementos en el contenido de
triacilglicéridos (Figura 28) ya que la acumulacion de estos puede activar las vias
inflamatorias mediante la interaccion con receptores y las vias de sefalizacion
relacionadas con la citoquina, como la via NF-kB. Esta activacion resulta en la
liberacion de citoquinas proinflamatorias, como TNF-qa, IL-6 e IL-13, que pueden
alterar la homeostasis celular y contribuir a un entorno inflamatorio en el cerebro. Esta
inflamacion crénica es un factor clave en diversas enfermedades neurodegenerativas,
como el Alzheimer y el Parkinson, ya que aumenta el estrés oxidativo y el dafio
neuronal. Ademas, el exceso de triacilglicéridos puede inducir la disfuncion
mitocondrial y exacerbar el dafio celular al afectar la produccién energética y el
equilibrio redox celular, lo que contribuye a la neurodegeneracién (Peters et al., 2015;
Halliwell & Gutteridge, 2015; Tourbah et al., 2016; Birnbaum, 2017).

Por su parte la administracion de acido lipoico restaura el tamafo corporal del nematodo
con respecto al control sin glucosa (Figura 26) probablemente al actuar como un
potente antioxidante y modulador metabdlico que reduce los niveles de ROS y protege
contra el dafo inducido por AGEs, restaurando la homeostasis celular y los procesos
de crecimiento (Shinto et al., 2014; Wang et al., 2014), preservando la salud metabdlica
ademas de controlar los niveles de ROS presentes. Tambien se observa la reduccion
del volumen (Figura 27) y contenido de proteina total (Figura 28), esto se debe a que
estos reflejan alteraciones en el estado de salud y funcionamiento celular en respuesta

a diversos factores, como el estrés o el tratamiento con biotina.

En ambos casos se observa que en la combinacion de la biotina y el acido lipoico
pueden disminuyen la acumulacion de triacilglicéridos en C. elegans en presencia de
glucosa debido a su influencia sobre la sintesis de lipidos y la modulacion de vias
energéticas y antioxidantes, lo que promueve la acumulacion de estos metabolitos

como una forma de respuesta adaptativa al estrés metabdlico.
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La biotina por su parte modula la sintesis de acidos grasos y el almacenamiento de
lipidos. Las carboxilasas (dependen de biotina) participan en la gluconeogénesis
y la sintesis de acidos grasos, podria facilitar la acumulacion de triacilglicéridos al
incrementar la disponibilidad de estos metabolitos para la formacion de reservas
lipidicas. Cuando se introduce glucosa, que puede promover la lipogénesis, la
biotina podria potenciar este proceso, favoreciendo la acumulacion de
triacilglicéridos (Birnbaum, 2017). Por otro lado el acido lipoico también esta
implicado en la regulacion de la homeostasis energética. El acido lipoico puede
aumentar la eficiencia metabdlica y la capacidad de la célula para utilizar la glucosa,
lo que podria aumentar la sintesis de lipidos. Ademas, su capacidad para reducir
el estrés oxidativo puede modificar la sefalizacion relacionada con la sintesis de
triacilglicéridos, incrementando su acumulacion en condiciones de alta glucosa.
Esto podria estar asociado con la regulacion positiva de la via de lipogénesis y la
proteccion contra el dafio celular inducido por los ROS (Sies, 2015; Halliwell &
Gutteridge, 2015).

La evaluacion de los parametros bioquimicos resalta un incremento significativo en la
capacidad antioxidante, evidenciada por la actividad éptima de la superdxido dismutasa
(SOD), que facilita la neutralizacion eficiente de los aniones superéxido (Zhou & Zhou,
2012). Ademas, se observa una mejora en la actividad de la catalasa (CAT), evitando
su agotamiento frente al estrés oxidativo (Shinto et al., 2014). Paralelamente, los
niveles de glutatiéon reducido (GSH) se restauran, lo que se atribuye a la capacidad
regeneradora del acido lipoico y al soporte metabdlico proporcionado por la biotina
(Hatzis & Varonos, 2016). Estos efectos estan correlacionados con una disminucién de
las especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que confirma una reduccion en el estrés
oxidativo global (Spain et al., 2017).

En los resultados observados, las enzimas antioxidantes alcanzan niveles comparables
a los del control, incluso en condiciones de dano oxidativo, cuando se emplea la
combinacion de acido lipoico y biotina. Este fendmeno subraya la sinergia entre ambos
nutracéuticos, que no solo restablecen el equilibrio redox, sino que también previenen
el dafo acumulativo, lo que podria tener implicaciones terapéuticas en enfermedades

caracterizadas por estrés oxidativo cronico. La evidencia sugiere que esta combinacion
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podria ser eficaz en modelos de neurodegeneracidén u otros trastornos relacionados

con el dafo oxidativo.

La parte central de este estudio se basa en una neuroproteccion, esta fue evaluada por
los cambios comportamentales en los nematodos, a partir de la medicion de la pérdida
de memoria por el indice de quimiotaxis y el cambio en la motilidad, esto evaluado a
través de la medicion de la longitud y amplitud de onda en el movimiento de los
nematodos. Es importante mencionar que existen estudios clinicos recientes en donde
han explorado el uso de dosis altas de biotina (300 mg/dia) en la esclerosis multiple
progresiva, mostrando resultados prometedores en la reduccion de la discapacidad y
la mejora de la funcion motora (Tourbah et al., 2016; Birnbaum, 2017).También se han
realizado avances en tratamientos utilizando potentes antioxidantes, como el acido
lipoico y epigalocatequina del té negro, observandose que la exposicion a estos
compuestos evitaba la pérdida de memoria en nematodos, manteniendo un
comportamiento normal, medido por el indice de decisidén mediado por la memoria a
corto plazo (Lim et al., 2013). Por lo que se realizdé una evaluacion de la pérdida de
memoria en donde se observa que es fundamental el entrenamiento (Figura 37) para
elevar el iQ en presencia de dafio o en ausencia del mismo. Se ha descrito que el
entrenamiento de la memoria es esencial para prevenir o retrasar la pérdida de
funciones cognitivas en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o el
Parkinson, ya que fomenta la plasticidad sinaptica y fortalece las redes neuronales,
ayudando a compensar el deterioro asociado a estas patologias. A través de ejercicios
especificos, se promueve la reorganizacion y creacidn de nuevas conexiones
cerebrales, lo que mejora la resiliencia del cerebro frente a los dafios neuronales
progresivos. Ademas, el entrenamiento cognitivo puede regular factores
neuroprotectores y reducir el impacto de procesos daininos como el estrés oxidativo y
la inflamacién, que son comunes en estas enfermedades. Por ultimo, este tipo de
estimulacién ayuda a prevenir el deterioro por desuso, preservando las capacidades
cognitivas y prolongando la independencia funcional en las personas afectadas
(Lovdeén et al., 2010; Ngandu et al., 2015; Reijnders et al., 2013).

En este contexto, se observa que la administracion de biotina y acido lipoico aumenta
el indice de quimiotaxis respecto a los controles con glucosa y sin glucosa (Figura 38),

teniendo un mayor iQ la combinacién de los nutracéuticos. Por otra parte la evaluacion
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de motilidad muestra un comportamiento similar al control en el grupo en presencia de
glucosa y la combinacion de los nutracéuticos (Figura 39), dichas mejoras en el indice
de quimiotaxis y motilidad en C. elegans con la administracion de biotina y acido lipoico
esta relacionada con su accion sobre rutas metabdlicas y de sefializacion celular, como
la via DAF-16/FOXO, un factor de transcripcion clave que regula genes asociados con
la respuesta antioxidante, la reparacion celular y la resistencia al estrés oxidativo. Estos
compuestos promueven la activacion de mecanismos que aumentan la resiliencia
neuronal y la integridad celular, esenciales para la respuesta quimiotactica eficiente (Xu
et al., 2017; Sies, 2015).

Ademas, la biotina y el acido lipoico optimizan la funcién mitocondrial y reducen los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), protegiendo a las neuronas del dafio
asociado al estrés oxidativo (Shinto et al., 2014; Mock et al., 2020). Esta combinacion
de efectos antioxidantes y neuroprotectores puede restaurar las capacidades de C.
elegans para procesar estimulos quimicos de manera mas efectiva, mejorando su
capacidad de orientacién en comparacién con los organismos sometidos a estrés sin

tratamiento con estos nutracéuticos (Wang et al., 2014; Peters et al., 2015).

En esta investigacion se propone el siguiente modelo (Figura 41) del efecto del acido
lipoico y la biotina en la neuroproteccion, longevidad y resistencia al estrés oxidante en
Caenorhabditis elegans:

Insulina ()

Citoplasma

&
- AR
/4 ;:\J Longevidad 4
[\ D Resistencia al estres oxidante*
= Neuroproteccién *
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Figura 41. Modelo propuesto del efecto neuroprotector del acido lipoico y la
biotina en Caenorhabditis elegans. La imagen muestra un modelo de cémo la biotina
y el acido lipoico ejercen efectos neuroprotectores y de mejora en la longevidad y
resistencia al estrés oxidante en Caenorhabditis elegans (C. elegans). Estos
compuestos influyen en las vias de senalizacion celular, como la via PI3K-Akt, que
activan el factor de transcripcion Daf-16, responsable de la regulacion de genes
asociados con la longevidad y la proteccion frente al estrés oxidativo. Ademas, la
activacion de AMPK por la biotina y el acido lipoico contribuye a mejorar la homeostasis
energética, protegiendo al organismo contra dafos celulares inducidos por el estrés.

Estos hallazgos sugieren que la biotina y el acido lipoico podrian tener potencial
terapéutico en la modulacion de procesos relacionados con el envejecimiento y las

enfermedades neurodegenerativas (Kanehisa et al., 2020; Nascimento et al., 2019).

IX. CONCLUSION
La combinacién de acido lipoico y de biotina aumenta la longevidad y la
resistencia al estrés oxidativo inducido por altas concentraciones de glucosa
en C. elegans, modulando la actividad enzimatica y disminuyendo la pérdida

de memoria.

X. PERSPECTIVAS
Los datos obtenidos en este proyecto plantean nuevas perspectivas acerca del

efecto neuroprotector de la biotina y el acido lipoico.

1. Analisis de vias de senalizacion moduladoras de inflamacion para
determinar la importancia de la inflamacién en un proceso del estrés oxidante.
El analisis de las vias de sefializacion que regulan la inflamacion es crucial para entender
como este proceso contribuye al estrés oxidante en diversas condiciones patoldgicas.
La inflamacion crénica puede actuar como un potenciador del daio celular inducido por
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que a su vez puede exacerbar el estrés oxidante

y generar un circulo vicioso de dafo celular. Al estudiar como la inflamacién modula las
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vias de sefializacién clave, como la NF-kB y la MAPK, podemos identificar puntos de
intervencion para mitigar los efectos del estrés oxidante en enfermedades
neurodegenerativas y metabdlicas, abriendo caminos para nuevas terapias

antiinflamatorias y antioxidantes.

2. Evaluacion de parametros que permitan distinguir el efecto neuroprotector
del acido lipoico y la biotina.
La evaluacién de los efectos neuroprotectores del acido lipoico y la biotina es esencial
para comprender su potencial terapéutico en enfermedades neurodegenerativas. Para
esto, se deben establecer parametros especificos que permitan medir la mejora en la
funcion neuronal, como la resistencia al dafo oxidativo, la proteccion de las células
nerviosas y la activacion de rutas de sefializacion asociadas a la longevidad. El uso de
modelos experimentales como C. elegansy cultivos celulares permitira cuantificar la
disminucién de marcadores de estrés oxidativo, la preservacién de la estructura neuronal
y la mejora en la motilidad o la memoria, diferenciando asi el efecto neuroprotector de
estos compuestos.

3. Uso de cepas mutantes y transgénicas asociadas a las enfermedades y a
las vias que se activan por el uso del acido lipoico y la biotina.
El uso de cepas mutantes y transgénicas es fundamental para comprender los
mecanismos moleculares que subyacen al efecto del acido lipoico y la biotina en las
enfermedades neurodegenerativas. Estas cepas, que presentan alteraciones en genes
especificos de las vias de sefalizacion activadas por estos compuestos, pueden
proporcionar informacion crucial sobre las interacciones moleculares involucradas en su
actividad neuroprotectora. Modelos transgénicos con mutaciones en genes clave
como daf-16 o akt-1 en C. elegans podrian ayudar a identificar como la biotina y el acido
lipoico afectan las vias relacionadas con la longevidad, la neuroproteccion y la respuesta
al estrés, aportando datos relevantes para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.
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Xll. ANEXOS

A. Concentracion de proteina en C. elegans (Método de Biuret)
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Figura A. Curva de calibracién para la cuantificacion de proteina en C. elegans

por el método de Biuret.

B. Curvas de calibracién de acido lipoico y biotina para HPLC
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Figura B 1. Curva de calibraciéon para la cuantificacion de acido lipoico por HPLC.
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Figura B 2. Curva de calibracién para la cuantificacion de biotina por HPLC.
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C. Curvas de calibracion para la cuantificacion de actividad enzimatica

80+ y= 263.55x - 2.6216
R’=0.9668

60—
o
¢ 404
5 o

20

[ ]
0o rrrrrrr T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3
Absorbancia

Figura C 1. Curva de calibracion para la cuantificacion de la actividad de la enzima
SOD.
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Figura C 2. Curva de calibracion para la cuantificacion de la actividad de la enzima
CAT.
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D. Efecto de las diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno en C.
elegans
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Figura D 1. Porcentaje de sobrevivencia de acuerdo con la concentraciéon de HzO-.

E. Efecto de las diferentes concentraciones de cloruro de sodio sobre el
indice de quimiotaxis de C. elegans
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Figura E 1. indice de quimiotaxis a partir de las diferentes concentraciones de
NaCl sobre el entrenamiento de C. elegans.
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