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l. RESUMEN

Existe una asociacion entre el sindrome metabdlico (SM) y alteraciones en la funcién
renal. La obesidad puede ser un factor importante en esta relacion por la alta
actividad lipolitica en el tejido adiposo, con liberacion de un exceso de acidos grasos
no esterificados (AGNE). EI mecanismo por el cual la obesidad afecta la funciéon
renal puede ser a través de los AGNE, que estan implicados en el desarrollo de
estrés oxidativo en el rifidn de los animales con SM. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue elucidar el mecanismo por el cual las mitocondrias participan en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y evaluar la defensa
antioxidante y la participacién de la expresion de la UCP2 para disminuir las EROs.

En este trabajo el SM se indujo en las ratas Wistar administrandoles sacarosa
al 30% en el agua de bebida durante 20 a 24 semanas. Los animales con SM
desarrollaron micro albuminuria y su indice de depuracion fue menor comparado con
los controles. El estudio histolégico por microscopia electrénica del glomérulo
muestra pérdida de podocitos, fenestracion del endotelio y engrosamiento en la
membrana basal, caracteristicas de alteraciones en la funcion renal.

Los AGNEs y el indice de lipoperoxidacion (MDA) se encontraron aumentados
en suero y en el homogeneizado de rifiones asi como en orina de animales con SM.

En las mitocondrias aisladas de riidn de animales con SM, en presencia de
piruvato/malato o succinato, se generaron EROs con wuna velocidad
significativamente mayor con respecto a las controles. La incubacion de las
mitocondrias con acido oleico (AO) aumento la generacion de EROs en mitocondrias
de la misma manera, tanto de animales con SM como de controles.
El aumento en la generacion de EROs en las mitocondrias de ratas con SM esta
asociado con una disminucion en la actividad del MnSOD, una enzima clave en la
dismutacion del anion superéxido a peroxido de hidrégeno. En cuanto a la
Cu/ZnSOD se encuentr6 aumentada en la mitocondria asi como el homogeneizado
de rifidén de ratas con SM. El aumento en la actividad de la Cu/ZnSOD presente en el
espacio inter membranal de las mitocondrias puede contribuir a un aumento en la
generacion de H,0,. La actividad de catalasa en el homogeneizado de rifion de ratas
con SM se encuentro disminuida, lo que implica la acumulacion de EROs. Ademas la

proteina desacoplante UCP-2 se encuentr60 sobre-expresada, probablemente en
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respuesta a estrés oxidativo. Esta proteina es sensible a inhibicién por GDP, como
su homologa la UCP-1 en el tejido adiposo café. La adicién de 0.5 mM de GDP a las
mitocondrias aumento la velocidad de generaciéon de EROs en ambas mitocondrias.

Los resultados sugieren que la mitocondria participa en el mecanismo por el
cual el sindrome metabdlico induce alteraciones en la funcién renal, aumentado la
generacion de EROs a través de la cadena respiratoria mitocondrial. Mientras que la
sobre-expresion de la UCP2 en mitocondrias de rifiones es una respuesta al estrés
oxidativo, generado por exceso de sustrato oxidativo como los AGNEs



ABSTRACT

An association exists between the metabolic syndrome (MS) and alterations in the
renal function. Obesity can be an important factor in this relationship due to the high
lipolytic activity in adipose tissue, which releases an excess of non-esterified fatty
acids (NEFA). The mechanism by which obesity affects the renal function can be due
to the NEFA, that are implicated in the development of oxidative stress in the kidney
of the animals with MS. Therefore, the objective of this study was to elucidate the
mechanism by which mitochondria participates in the generation of reactive oxygen
species (ROS) and to evaluate the antioxidant defense and the role of the expression
of the uncoupler protein UCP2 in diminishing ROS.

In this study the MS was induced in the rats Wistar by 30% sucrose administration in
the drinking water during 20 to 24 weeks. The animals with MS developed
microalbuminuria and their depuration index was smaller when compared with
controls. The histological study by electronic microscopy of the glomerulii shows loss
of podocytes, fenestration of the endothelium and thickening of the basal membrane,
a characteristic of alteration of renal function.

NEFAs and the lipoperoxidation index (MDA) were increased in serum and in the
homogenized kidney as well as in urine of animals with MS.

In the isolated mitochondria from kidney of animals with MS, when oxidizing
pyruvate/malate or succinate, the rate of ROS generation was significantly higher
with regard to the control. The incubation of mitochondria with oleic acid (OA)
increased ROS generation in both mitochondria to the same extent.

The increase in ROS generation in the mitochondria from rats with MS is associated
with a decrease in the activity of the MNnSOD, a key enzyme in the dismutation of the
anion superoxide to dihydrogen peroxide (H».O,). However, the activity of Cu/ZnSOD
was found increased in both homogenized kidney and mitochondria from animals
with MS. The increase in the activity of the Cu/ZnSOD in the intermembrane space of
mitochondria can contribute to the increased generation rate of H,O,. The activity of
catalase in homogenized kidney from rats with SM was diminished, which induces
ROS accumulation. Also UCP-2 is over-expressed in response to oxidative stress.

This protein is sensitive to inhibition by GDP like its homologous UCP-1, a specific



protein of the brown adipose tissue. The addition of 0.5 mM GDP to the mitochondria
increases ROS generation to the same extent in both mitochondria.

The results suggest that mitochondria participates in the mechanism by which
metabolic syndrome induces alterations in the enhanced renal function by ROS
generation, through the mitochondrial respiratory chain. While the over-expression of
UCP2 in kidney mitochondria is a response to the oxidative stress generated by
excess of oxidative substrates such as NEFAs.



[I. INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) caracterizado por obesidad, dislipidemia, hipertension
y resistencia a la insulina, ha generado mucha atencidén por que esta relacionado
con el desarrollo de la diabetes tipo 2 y por que incrementa el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (1). Las conexiones entre el dafio renal y el SM son
extremadamente complicadas e incluyen riesgos tradicionales como la hipertension
y la obesidad. Recientemente se ha descrito que la hipertension renal esta asociada
con alteraciones en el metabolismo de la glucosa (2) probablemente por su efecto
directo sobre la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) (3). Aunque el
dafio renal en el SM puede ser causado también por altas concentraciones de
acidos grasos no esterificados (AGNE) implicados en el desarrollo de estrés
oxidativo en diferentes tejidos (4).

El presente trabajo muestra que en el modelo de SM inducido por consumo de
sacarosa, existe un aumento en la generacion de especies reactivas del oxigeno

(EROs) y modificaciones en las enzimas antioxidantes.



[l. ANTECEDENTES

La cadena respiratoria mitocondrial (CRM)

Las mitocondrias son organelos especializados en suministrar la mayor parte
de la energia necesaria para las actividades celulares, sintetizando ATP mediante la
fosforilacion oxidativa (5).

La cadena respiratoria mitocondrial (CRM) es un conjunto de transportadores
de electrones que se encuentran localizados en la membrana interna mitocondrial.
Durante la fosforilacion oxidativa se lleva a cabo la reduccion tetravalente del O, a
H,O. Los electrones son donados por NADH + H* o FADH, a los complejos 1y 1I,
respectivamente, y posteriormente pasan a la ubiquinona, también llamada
coenzima Q (CoQ), que al aceptar el par de electrones sufre dos semireacciones de
reduccion a ubisemiquinona y ubiquinol respectivamente, recibiendo un electrén a la
vez (6). Estos electrones son posteriormente donados al complejo Ill, al citocromo ¢
y al complejo 1V, que finalmente los utiliza para reducir al O, hasta agua (7).

La CRM estd compuesta por 4 complejos. El quinto complejo es la FiFy ATP

sintetasa (8):

o Complejo | o Complejo NADH deshidrogenasa: Tiene un peso molecular
aproximado de 1000 kDa (9) y esté constituido por 16 polipéptidos. Este complejo
acepta electrones del NADH vy los transfiere a la ubiquinona, mientras transloca
cuatro protones hacia el espacio intermembranal generando el gradiente de
protones. EI NADH es oxidado del lado de la matriz por medio de la NADH
deshidrogenasa que tiene flavin mononucleétido (FMN) y por cada FMN posee de
16 a 18 atomos de hierro y 4 atomos de azufre acido-labil, organizados en centros
de 2-Fe y 4-Fe. El complejo | puede se inhibido por diferentes compuestos
clasificados en tres tipos: Tipo A-antagonistas de quinona (Piericidina), Tipo B-
antagonista de semiquinona (rotenona) y Tipo C-antagonista del quinol (mixotiazol)
(9, 10).

o Complejo Il o Complejo succinato deshidrogenasa: Ademas del complejo |,

existen otras 3 vias redox para el transporte de electrones hasta la CoQ y el
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complejo lll. Estas vias son: el complejo Il, el cual transfiere los electrones que
provienen del succinato; la flavoproteina transportadora de electrones, la cual
suministra electrones procedentes de la p-oxidacion; y la a-glicerofosfato
deshidrogenasa, que cataliza la oxidacion extramitocondrial del a-glicerofosfato a
fosfato de dihidroxiacetona.

El complejo 1l est4d formado por 4 polipéptidos, dos de ellos constituyen la
succinato  deshidrogenasa cuya subunidad mayor contiene FAD® unido
covalentemente y dos centros Fe/S, mientras que la subunidad menor posee un solo
centro Fe/S.

El complejo Il contiene también cit b en la misma proporcion que el FAD"; sin
embargo, éste es un citocromo b distinto al del complejo Il y se encuentra asociado
con los polipéptidos menores. ElI complejo Il es transportador de electrones, pero no

es un translocador de protones.

o Complejo 11l o Complejo citocromo bcl: La ubiquinona es el componente redox
mas pequefio de la cadena respiratoria. Es un transportador moévil de (2H" + 2e),
que transfiere electrones desde los complejos | y Il hasta el Ill. La oxidacion de la
coenzima Q ocurre en una serie de reacciones conocidas como “el ciclo Q” que esta
acoplado a la translocacion de protones fuera de la matriz.

El complejo Il estd compuesto por 8 subunidades, incluyendo 2 moléculas de
citocromo b, una de citocromo ¢ y una Unica proteina Fe/S muy electropositiva que
es llamada “proteina de Rieske”, el complejo Ill también tiene proteinas intrinsecas
que carecen de funciones redox pero que posiblemente estén implicadas en la

translocacién de protones (11). El complejo Ill es inhibido por antimicina A.

o Complejo IV o Citocromo c oxidasa: El complejo Il transfiere los electrones al
cit c, el cual es una proteina extrinseca que se encuentra en la cara externa de la
membrana interna mitocondrial. La citocromo-oxidasa es el complejo terminal de la
cadena respiratoria que cataliza la reduccion del O, hasta H,O, en una reaccidon que

utiliza 4 electrones.

4e +4H" + 0O,— 2H50,



Por tratarse de un proceso en el que se transfieren 4 e, en el complejo hay 4
grupos redox cada uno con capacidad para 1 e, 2 hemos (cit a y cit b) y 2 atomos de
Cu que pueden ser reducidos de Cut2" a Cu’. La reaccion catalizada por la cit ¢
oxidasa es irreversible, contrario a lo que ocurre en el resto de la cadena

respiratoria.

e Complejo V o ATP sintasa: Su funcion es convertir la fuerza proton-motriz
generada por los complejos |, lll y IV en energia quimica en forma de ATP. Su peso
molecular es aproximadamente de 530 kDa. Est4d conformado por una parte
hidrofilica llamado Fi, el cual posee 3 sitios de unién a nucleétidos, donde se lleva a
cabo la sintesis de ATP y una parte que es hidrofébica, embebida en la membrana,
conocida como Fo, que forma un canal a través del cual retornan a la matriz los

protones que fueron translocados por los otros complejos (12, 13).

Espacio intermembranal
H* H* H*

NADH-DH SDH ! bel f citox ATP sintasa

i Wlu’g

Membrana
interna ADP
S — L
o
ﬂ ?
Maltriz .
mitocondrial NADH H*
Complejo Compleio Complejo  Complejo Complejo
I Il ] v W

Fig.1 Cadena respiratoria mitocondrial. La figura muestra la direccion del flujo de electrones y la translocacion
de protones, comenzando por el complejo | (NADH deshidrogenasa) hacia el complejo Il (complejo bcl) y IV

(citocromo oxidasa) hasta la sintesis de ATP por la ATP sintasa a partir de ADP y fosfato.

Especies Reactivas del Oxigeno (EROSs)

El oxigeno es un elemento quimico indispensable para los organismos

aerdbicos. La aparicion de este elemento hace mas de 2,600 millones de afios en la



atmosfera primitiva fue una ventaja evolutiva para que se desarrollara la vida
pluricelular. Al oxidar nutrientes se obtiene mayor cantidad de ATP (14, 15).

El oxigeno es un birradical, es decir que, tiene dos electrones desapareados en
su orbital externo, esto hace que el oxigeno sea incapaz de captar dos electrones
simultdneamente en una reaccion y lo hace uno por uno (reaccion univalente). Es
por ello que la reduccién total del oxigeno se lleva a cabo en 4 etapas, las cuales
generan distintas especies reactivas. La reduccion del oxigeno por un electron
genera anion superoéxido (O;") el cual al ser dismutado en una reaccidon espontanea
por la enzima superéxido dismutasa se convierte en peroxido de hidrogeno (H2O5).
Este no es formalmente un radical, pero al interaccionar con metales de transicion
como el cobre o el fierro se desencadena la reaccion de Fenton que genera el
radical hidroxilo (OH") el cual es altamente reactivo.

Todos los radicales del oxigeno son peligrosos para la integridad de la célula,
ya que generan dafio oxidativo en biomoléculas importantes tal como lipidos, ADN y
proteinas.

Las especies reactivas del oxigeno (EROs), se forman de manera natural
dentro de los sistemas biologicos por distintas vias, de las cuales las mas

importantes son:

1. NADPH oxidasa. Es una proteina que se encuentra en la membrana plasmatica
de células polimorfonucleares, macréfagos y células endoteliales. Esta enzima
cataliza el estallido respiratorio utilizando el NADPH como donador de electrones
hacia el O, y generando O,  de manera regulada en respuesta a factores de
crecimiento, citocinas y sefales de calcio (16, 17).

20, + NADPH — 20,” + NADP™ + H*

2. Citocromo P450. Esta proteina esta asociada a las membranas, plasmatica,
mitocondrial y del reticulo endoplasmico; es responsable del metabolismo oxidativo
de los xenobidticos. El P450 se encarga de la oxidacion de una extensa gama de
sustratos a expensas del O, por lo que es dependiente de oxigenasas y forma O~

como subproducto (18).

RH+ O, +2H" + 2 e — ROH + H,0



donde, RH es un sustrato organico.

3. Xantina-xantina oxidasa: esta proteina se encuentra distribuida tanto en
bacterias como en mamiferos. La xantina oxidasa utiliza O, para oxidar xantina e
hipoxantina a acido urico, que es el producto final del catabolismo purinico en

humanos. En esta reaccion se genera O, (19).

4. Peroxisomas: En estos organelos se lleva a cabo el metabolismo peroxisomal
de los acidos grasos, donde se forma H,O, como subproducto, aunque existe la
presencia de catalasa para contrarrestar el efecto deletéreo del peroxido de
hidrogeno, se ha reportado que en condiciones patolégicas, los peroxisomas pueden
ser una fuente importante en la generacion de EROs (20).

RH, + O, > R + H,O,

donde, RH es un sustrato organico.

5. Formacién de O," por vias no enziméticas: Esto ocurre cuando un electron es
transferido al oxigeno por coenzimas reducidas, grupos prostéticos como las flavinas

o centros fierro- azufre y por xenobioticos previamente reducidos (18).

6. La mitocondria. La mitocondria es la mayor fuente de especies reactivas de
oxigeno dentro de la célula. La generacion de EROs es inevitable durante el
metabolismo oxidativo, funcion principal de este organelo para la formacion de ATP,
lo que se traduce en suministro de energia para funciones vitales de la célula; sin
embargo, cuando se pierde el balance entre los niveles de antioxidantes y de EROs
se produce estrés oxidativo, el cual esta asociado a diferentes patologias tales como
la diabetes tipo Il, la obesidad, las enfermedades neurodegenerativas y las
cardiovasculares (18, 21).

Durante la fosforilacion oxidativa, la primera especie reactiva que se forma es
el O,7, el cual se convierte en H,O, por dismutacién espontdnea o por la accién de la
superoxido dismutasa (22). Se ha identificado el complejo | como formador de anion
superéxido en la matriz mitocondrial y el complejo Il en la interfase del ciclo Q, el
cual genera el O, en el espacio intermembranal con mayor intensidad que el del

lado de la matriz. En este dltimo complejo también se forma el radical
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ubisemiquinona en el espacio intermembranal, el cual es altamente reactivo (23). Un
factor importante en la regulacion de la generacion de EROs es el estado redox de la
cadena respiratoria, el cual es dependiente del potencial transmembranal. Por lo
tanto los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial al funcionar como bombas

de H*, generan estrés oxidativo de manera diferente y con distinta intensidad (24).

a) Complejo I: Esta constituido por subunidades hidrofébicas llamadas N1-N6 y
NDA4L (centros Fe-S) y FMN. Utilizando diferentes inhibidores (rotenona) de este
complejo se ha sugerido que un centro fierro-azufre especificamente N2 puede ser
el sitio de fuga del electron hacia el O,, y formar O,", sélo del lado de la matriz
mitocondrial (25, 26).

Existe evidencia de que las EROs aumentan cuando existen defectos
estructurales del complejo I, que probablemente juegan un rol en la generacién de
estrés oxidativo. La produccion de O, por el complejo | aumenta durante el
transporte de electrones en reversa (en presencia de succinato), mientras que el

transporte de electrones directo es mucho més bajo. (24, 27).

b) Complejo lll: Tiene 2 componentes formadores de O, el centro Q, orientado
hacia el espacio intermembranal y el centro Q; orientado hacia la matriz mitocondrial,
asi pues la generacién se da en ambos lados de la mitocondria. La inhibicion del
centro Q; con antimicina A, aumenta la generacion de O, por el centro Q, asi mismo
la inhibicién del centro Q, con estigmatelina disminuye la generacion de EROs casi
de la misma manera que cuando es bloqueado el centro Q; (28). En mitocondrias de
corazoén la inhibicién del complejo Il con antimicina A aumentan la generacion de
H.O,, lo que sugiere que las EROs formadas por el centro Q, no son afectados por
las defensas antioxidantes de la matriz mitocondrial, asi mismo la inhibicion del

centro Q, con estigmatelina (29).

c) Ciclo Q: Durante el transporte de electrones la CoQ es reducida y esto lleva a
la formacioén del radical ubisemiquinona (UQ"), la cual reacciona rapidamente con el

O, y asi formar O,~ (24). A su vez, la ubisemiquinona puede sufrir auto-reduccién de

forma no enzimética y generar H,O, (30, 31).
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Fig 2. Formacion de EROs por la CRM. El esquema muestra que el complejo I, el ciclo Q y el complejo I
son formadores de EROs. Esto se corrobord al inhibir especificamente los complejos | y Ill. (rotenona:
Complejo |, estigmatelina: complejo IlI).

Contribucién de la mitocondria en el desarrollo de patologias

La mitocondria proporciona la energia necesaria para que se lleven a cabo la
mayoria de los procesos celulares para la sobrevivencia celular, asi pues también
tiene una participacion importante en la apoptosis (5).

Es por ello que las alteraciones en el metabolismo oxidativo de la mitocondria
pueden llevar a muerte celular y al desarrollo de distintas enfermedades.

Una gran cantidad de enfermedades estan relacionadas con la mitocondria,
que van desde las cardiovasculares hasta las neuronales y pasando por aquellas en
donde estan implicados genes que se codifican en su genoma.

La generacion de estrés oxidativo por la mitocondria estd relacionado con
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer que estd caracterizado por
una acumulacion del péptido B-amiloide constituyente principal de la placa senil en el
cerebro y en donde se ha observado un incremento en la oxidacion de proteinas y
DNA, lipoperoxidacion y disminucion en acidos grasos poliinsaturados; asi como
aumento en la generacién de 4-hidroxinonenal; el Parkinson, se caracteriza por la

pérdida de neuronas en el &rea media del cerebro llamada sustancia negra, en
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donde existe una disminucion de glutation en pacientes con esta enfermedad; la
enfermedad de Huntington es una patologia hereditaria que se caracteriza por el
desgaste de células nerviosas del cerebro y en donde se observan fallas a nivel de
cadena respiratoria mitocondrial; la enfermedad de Wilson esta caracterizada por
defectos en el metabolismo del cobre y que pueden provocar enfermedad hepatica;
la enfermedad de Friedrich causa dafio progresivo del sistema nervioso y esta dada
por defectos en el metabolismo del fierro y la esclerosis amiotréfica lateral, causa
perdida de neuronas motoras y se observan defectos en la Cu/ZnSOD vy disfuncion
mitocondrial (20, 32).

La generaciéon y acumulacion de EROs por la mitocondria son procesos
propuestos como una de las causas del proceso de envejecimiento y enfermedades
que se relacionan con la edad (33), con enfermedades cardiovasculares como la
diabetes tipo Il y la obesidad (34-36).

Sistemas Antioxidantes

Los sistemas biolégicos han adquirido maneras de contrarrestar el dafio que
puede causar el estrés oxidativo, a los cuales se les ha nombrado defensas
antioxidantes, estos incluyen (18): (a) proteinas que cataliticamente remueven los
radicales libres tal como la superoxido dismutasa, la catalasa y la peroxidasa; (b)
proteinas que minimizan la capacidad de los agentes pro-oxidantes, por la presencia
de fierro, cobre, manganeso, zinc y grupos hemos como las transferrinas; (c)
proteinas que protegen el DNA como las proteinas de “heat shock” y (d) moléculas
de bajo peso molecular que son atrapadoras de especies reactivas tanto del oxigeno
como del nitrégeno, ejemplos de ellas son el alfa-tocoferol, glutation, CoQ reducida y
carotenos (5).

La accion de las enzimas antioxidantes depende del tipo de especie reactiva
que se esté formando. Estas enzimas tienen diferentes isoformas que se encuentran

expresadas en distintos lugares de la célula (37):

a) Superdxido Dismutasa, es una metaloenzima que cataliza la dismutacion del
O, a O, y H,0O, y que puede tener en su sitio activo metales como el Fe, Cu,
Zn, Mn.
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La Cu/ZnSOD se encuentra solo en eucariontes, situada en citoplasma,
lisosomas, nucleo y en el espacio intermembranal de la mitocondria. La MnSOD se
encuentra presente en bacterias, plantas y animales, en estos ultimos se localiza
Gnicamente en la matriz mitocondrial. También existe una FeSOD en bacterias,
algas y en cloroplastos de plantas superiores.

La reaccion que cataliza la SOD se puede resumir en dos semirreacciones:

12 ... M™D* - soD + 0, — M™ - SOD + O,
24 ... M™  —-SOD + O, + 2H" — M"Y* - SOD + H,0,.

donde, M = Cu (n=1) ; Mn (n=2) ; Fe (n=2) ; Zn (n=2).

La actividad de las diferentes SOD en tejidos humanos difiere, asi pues se ha
reportado que tanto la Cu/ZnSOD como la MnSOD tienen actividad en el higado,

rifién, tiroides, mucosa gastrica, pancreas, pulmoén y aorta toracica.

b) Catalasa, cataliza la descomposicion del H,O, en O, y 2H,0 y se encuentra
localizada en los peroxisomas, organelos donde se lleva a cabo la - oxidacion
de &cidos grasos de cadena muy larga, proceso en el que intervienen enzimas
generadoras de H,0,, tales como la flavoproteinas deshidrogenasas, las cuales
reaccionan con O, y generan el H,O, También existe catalasa, aunque en poca
proporcién, en reticulo endoplasmaético, cloroplastos y mitocondrias.

La reaccion quimica que cataliza la catalasa se realiza en 2 pasos:

H,0, + Fe(lll)-E — H,0 + O=Fe(IV)-E
H,0, + O=Fe(IV)-E — H,0 + Fe(lll)-E + O,

donde, Fe-E representa el ndcleo de hierro del grupo hemo unido a la enzima que actGan como
cofactores.

La actividad de catalasa en el humano se encuentra restringida al higado, en
eritrocitos, rifidén, corazén, nodo linfatico, pulmén, muasculo esquelético, cerebro,

tejido adiposo y pancreas.
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c) Glutation peroxidasa (GPX), degrada el H,O,. La GPX reduce el H,O, hasta
H,O utilizando el glutatién reducido (GSH) como donador de electrones y forma
glutatién oxidado (GSSG) el cual es regenerado por la glutation reductasa (GR)
utilizando NADPH como donador de electrones (31) (Fig 3). La GPX se

encuentra presente en animales, plantas y en muchas bacterias aerdbicas.

| / HyO+Chy
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o [ R i

Fig 3. Glutatién peroxidasa. El esquema muestra la reaccion antioxidante de la glutation
peroxidasa (GPX) en presencia de sustrato, el glutation reducido (GSH).También se
muestra la accién de la MnSOD y de la catalasa.

La glutation peroxidasa tiene actividad en el humano en eritrocitos, higado,
corazon, lente ocular, cerebro, musculo esquelético, pulmén, pancreas y tejido

adiposo.

Las especies reactivas del oxigeno y el sindrome metabdlico

La obesidad puede definirse como un desequilibrio entre el aporte y el gasto
energético que es producido por alteraciones genéticas, bioquimicas, dietéticas y
conductuales, lo cual provoca una acumulacion de grasa (38).

La obesidad es el factor principal para el desarrollo de sindrome metabdlico, ya
qgue el incremento del estrés oxidativo en la grasa acumulada es un mecanismo

importante del sindrome metabdlico asociado con la obesidad (39, 40). Existen

-15-



diferentes hipotesis de que la obesidad puede estar causando estrés oxidativo, una
de ellas es por la acumulacién de triacilgliceroles en el citosol de tejidos no grasos,
los cuales pueden estar aumentando la produccion de O,” (41). En macréfagos
expuestos a una alta concentracion de triacilgliceroles se observé un aumento en la
generacion de EROs especificamente de O,” por la cadena respiratoria mitocondrial
y se determiné que esto era via el complejo | al inhibir con rotenona (42). Otra
hipotesis es la presencia del aumento de citocinas inflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1p (IL 1) e interleucina-6 (IL-6), como

respuesta del estado de inflamacién cronico que existe en la obesidad (43).

Efecto de los &cidos grasos no esterificados sobre el metabolismo

mitocondrial

La mayoria de los acidos grasos se encuentran unidos a proteinas o estan
asociados con las membranas celulares en su conformacion de fosfolipidos, sin
embargo existe una proporcion de acidos grasos libres o acidos grasos no
esterificados (AGNES) que se pueden acumular bajo ciertas circunstancias, como el
consumo excesivo de etanol, estrés por frio y patologias como la obesidad y la
diabetes tipo 1l (44).

Los &cidos grasos desacoplan la cadena respiratoria mitocondrial, causando
perdida en el potencial transmembranal y un aumento del estado 4 de la respiracion
(45).

Los &cidos grasos tienen 2 maneras de internalizarse en las mitocondrias, la
primera es especifica y estan involucradas una serie de proteinas como la carnitina
palmitoiltransferasa | y Il (CPTI y II) (Fig 3), localizadas en la membrana mitocondrial
externa y la translocasa de acidos grasos, localizada en membrana interna
mitocondrial. La segunda manera descrita es el transporte pasivo, el llamado “flip-
flop”, el cual consiste en que los acidos grasos en su forma protonada (RCOOH)
atraviesan la membrana interna mitocondrial, efectuando un efecto de
desacoplamiento de la cadena respiratoria mitocondrial por el acarreo inespecifico
de H* hacia la matriz. Esto se ha demostrado por experimentos en donde se mide el
cambio de pH en respuesta al movimiento de los AGNEs a través de bicapas
fosfolipidicas libres de proteinas (46).
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Fig 4. Transporte activo de los 4cidos grasos hacia el interior de la mitocondria. El primer
paso es la activacion del acido graso en la membrana externa mitocondrial (MEM). El acido graso
se une a la CoA, reaccion que cataliza la acil-CoA sintetasa (1) y que es dependiente de ATP. Asi
pues la CPTI transfiere la CoA de la molécula de acil-CoA y la une a la carnitina situada en el
espacio intermembranal (El) originando acilcarnitina, asi la translocasa de éacidos grasos (2)
situada en membrana interna (MIM) transfiere la acilcarnitina a la matriz mitocondrial y la CPTII
une una molécula de CoA al acido graso, regenerando una molécula de acil-CoA.

También se ha reportado que los AGNEs interaccionan con la translocasa de
adenin nucleédtidos (TAN) y los acarreadores de aspartato/glutamato, dicarboxilato y
las proteinas desacoplantes (UCPs); estos acarreadores pueden lograr transportar
acidos grasos no sélo por pertenecer a la misma familia de transportadores, sino
porque todos ellos tienen la habilidad de transportar CI', piruvato y otros mono-
aniones (47).

Los &cidos grasos representan una de las principales fuentes de energia del
organismo; asi pues se pueden encontrar formando parte de los triacilgliceroles, en
complejos de lipoproteinas o como acidos grasos libres en el plasma circulante (40).

Los acidos grasos también interactian con las membranas mitocondriales e

interfieren con su metabolismo de distintas formas:
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o Como protonoforos. Los AGNEs tienen la habilidad de actuar como
protonoforos dependiendo del largo de su cadena de carbonos y del grado de
instauracion, por ejemplo en mitocondrias aisladas de cerebro, el acido araquidonico
actla a una concentracion de 20-40 uM. Este efecto se observa cuando los AGNEs
se encuentran soOlo en su forma protonada. A este efecto se le denomina

“desacoplamiento” (48, 49).

o Como generadores de EROs. Los AGNEs pueden inducir aumento en la
generacion de especies reactivas de distintas formas; una de ellas es por inhibicion
de la reduccién del glutation reducido de su forma oxidada, esto impide que haya
remocion de H,O, dependiente de este sistema (42, 50), otra forma es la interaccion
entre los acidos grasos con los complejos respiratorios lo que puede generar
inactivacibn de la cadena respiratoria (44). Se ha observado que altas
concentraciones de acidos grasos, hacen que la ATP sintasa sea insensible a
oligomicina, lo que sugiere la disociacién del complejo F1F, (50).

Asi mismo, en mitocondrias de corazon se ha observado que hay un aumento
en las concentraciones de &cido araquiddnico que causa inhibicion del estado 3 y
desacoplamiento, el cual se atribuye a la interaccion del acido graso con los
complejos | y lll, los cuales estan asociados con la produccion de EROs cuando

oxidan piruvato/malato o succinato (48).

Las Proteinas Desacoplantes

La membrana interna mitocondrial es permeable a metabolitos pequefios; sin
embargo esta controlada y es selectiva para mantener el gradiente electroquimico
creado por la cadena respiratoria. La membrana interna puede transportar sustratos
como ADP, ATP, fosfato, oxoglutarato y malato a través de transportadores
especificos (51).

La respiracién mitocondrial estd acoplada a la sintesis de ATP; sin embargo,
este acoplamiento se puede perder por la presencia y funcionamiento de proteinas
desacoplantes (UCPs), las cuales estan localizadas en la membrana interna
mitocondrial y estan implicadas en diferentes procesos fisiologicos y patolégicos

(52). Estas proteinas se han encontrado en mamiferos, plantas, protozoarios y
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levaduras. La familia de UCPs esta conformada por 6 integrantes; UCP1, la cual se
expresa exclusivamente en tejido adiposo café caracteristico de animales que
hibernan (53); la UCP2, distribuido en distintos 6rganos incluyendo higado, bazo,
pancreas, pulmon, macrofagos y rifion (54); la UCP3 se expresa exclusivamente en
el masculo esquelético (55, 56); la UCP4 y la BMCP1 (brain mitocondrial carrier
protein-1) se encuentran expresadas predominantemente en sistema nervioso
central (57) y por ultimo la KMCP1 (kidney mitocondrial carrier protein-2) es
representativa de rifidn y su expresion se restringe a la corteza renal;
especificamente a los tdbulos distales y proximales; se ha descrito que esta proteina
se sobre-expresa después de un dafio en el riidn y que esta asociada a la
capacidad de este 6rgano de regenerarse después de algun dafio (58). Asi pues,
existe la hipotesis de que las UCPs regulan la fuga de protones por un mecanismo
de transporte de protones como se muestra en la figura 4 (59).

La expresion de las UCPs esta regulada por eventos transcripcionales (60). En
mitocondrias de hepatocitos de ratas y ratones se ha observado que el receptor- alfa
activado de proliferadores de peroxisomas (PPAR- a) aumentan los niveles de RNA
mensajero de la UCP2 (61).
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Fig 5. Mecanismo propuesto para el transporte de H" activado por acidos grasos por medio de
UCPs. (A) Transporte de acidos grasos en su forma protonada, hacia la matriz mitocondrial
desacoplando asi el transporte de protones y disminuyendo la sintesis de ATP via UCPs. (B)
Movimiento ciclico de los acidos grasos como protondforos. Los acidos grasos en su forma anionica
son transportados hacia el espacio intermembranal, mientras que su forma protonada puede entrar a la
matriz por efecto de “Flip-Flop.”.
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El sindrome metabdlico

El Sindrome Metabdlico (SM) esta caracterizado por un conjunto de patologias
tales como la resistencia a la insulina, obesidad, hipertension y dislipidemia, las
cuales son factores de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares y
diabetes tipo Il (62, 63). En 1923 Kylin fue el primero que observd y describid al
Sindrome Metabdlico, como la presencia de hipertension, hipertrigliceridemia y gota
(64). En 1947 Vague, puso atencién en la acumulaciéon de la grasa (tipo androide)
que esta directamente relacionada con las anormalidades metabdlicas de la diabetes
tipo Il (65). Reaven en 1988 describié al sindrome “X” como la presencia de
resistencia a la insulina, hiperglicemia, hipertension, disminucion de HDL y aumento
de los triacilgliceroles. Asi pues, el Sindrome Metabodlico ha tenido diferentes
nombres a través del tiempo, “Sindrome X”, “El Sindrome de la Resistencia a la
Insulina” y el “Cuarteto de la muerte (66).

Sin embargo, lo méas dificil y controversial ha sido definirlo para ser
diagnosticado correctamente.

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés) y el
Programa Nacional de Educacién sobre Colesterol y el Panel Ill de Tratamiento del
Adulto (NCEP Il por sus siglas en inglés) formularon diferentes definiciones. Eckel
propone que la definicion de la WHO es mejor empleada como una herramienta de
investigacion, mientras que la definicion de NCEP 1l es mas utilizada para el

diagnéstico clinico de la enfermedad (66).

Tabla I. Identificacion Clinica del Sindrome Metabdlico NCEP Il
Factores de riesgo

Obesidad abdominal (circunferencia de la cintura)

e Hombres...............ooiiiiiiinenn.>102 cm (> 40 in)

e Mujeres..........ececiveiiieiiiiiiiinine e, > 88 cm (> 35 in)
Triglicéridos..........cccovvii i i e .2 150 mg/dL
Colesterol HDL

e Hombres................ociiiiiin.< 40 mg/dL

o Mujeres.........ccoeeiiiiiiiiiiii e eennn...< 50 mg/dL
Presion sanguinea...........ccocoviieieiie e, > 130/ > 85 mmHg
GlUCOSA. ...t ie i > 110 mg/dL
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El Sindrome Metabdlico parece tener 3 puntos cruciales en su patogénesis
(67):

1. Obesidad y alteracién en el tejido adiposo: Factor principal para desarrollar
sindrome metabdlico, también contribuye a desarrollar hipertension, altos niveles de
colesterol y triacilgliceroles en la sangre y bajas concentraciones de HDL que estan
asociadas a enfermedades cardiovasculares.

2. Resistencia a la Insulina: Relacionada con la disfuncion en los adipocitos.

3. Factores Independientes como moléculas involucradas con la respuesta

inmunoldgica, vascular y hepatica.

El sindrome metabdlico y el dafio renal crénico

Cuando los rifiones dejan de funcionar de manera correcta se dice que hay
dafio o falla renal. La microalbuminuria, definida como la presencia de bajos niveles
de albumina en la orina (30-299 mg/24 h), es el primer signo de dafio renal, aunque
también se considera como marcador generalizado de disfuncién vascular (68).

En los Ultimos afios se ha observado que los pacientes que presentan
sindrome metabdlico tienen complicaciones renales, tales como, microalbuminuria y
dafio renal crénico (69). La asociacidbn que existe entre estas dos grandes
condiciones patolégicas aun sigue sin resolverse, sin embargo, se ha mencionado
gue la obesidad puede estar jugando un papel importante entre ellas, ya que la
enfermedad crénica renal esta acompafiada por anormalidades en el metabolismo
de los lipidos (70).

Las dislipidemias son importantes en el desarrollo de dafio renal, sobre todo los
niveles altos de triacilgliceroles en suero, estas observaciones se han hecho en
pacientes con proteinuria. Se cree que los lipidos circulantes son atrapados por la
matriz extracelular en donde se oxidan y aumentan la formacion EROs,
principalmente de anion superéxido y de peréxido de hidrégeno, lo cual va a tener
efectos sobre la funcién del endotelio (69). Asi mismo, se ha reportado que el
aumento en los niveles de leptina en plasma que se presentan en la obesidad puede

predisponer al desarrollo de glomeruloesclerosis (1), la cual esta caracterizada por
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tejido cicatrizado que interrumpe el proceso de filtracién de los rifiones y por lo tanto
permite el paso de proteinas de la sangre a la orina.

En general, la obesidad puede causar alteracion en la hemodinamica renal,
reabsorcion de sodio, hiperlipidemia, acumulacion de matriz extracelular y
glomeruloesclerosis (70).

El SM esta asociado frecuentemente a la diabetes tipo Il y a la enfermedad
cronica que esta caracterizada por un aumento en los niveles de glucosa en la
sangre (hiperglucemia) como resultado de bajas concentraciones de insulina, lo cual
se traduce en alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y
proteinas (71).

Las altas concentraciones de glucosa que se presentan en la diabetes tipo Il
causan dafio en células  pancreaticas y en células mesangiales (72, 73) lo que se
traduce en defectos en el funcionamiento correcto tanto del pancreas como del
riion. Una de las caracteristicas del dafio renal es la albuminuria que es frecuente

también en la diabetes tipo 1l (74).

Antecedentes experimentales del modelo de sindrome metabdlico en ratas

En nuestro laboratorio, el cual es parte del departamento de bioquimica del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” se ha desarrollado un modelo de
sindrome metabdlico en ratas Wistar machos, el cual es una variante del
desarrollado anteriormente por Reaven (75). Este modelo se caracteriza por ser
dependiente de dietas hipercaléricas es decir, dietas altas en sacarosa o fructosa
por un determinado periodo de tiempo, asi los animales desarrollan hipertension,
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. Esto refleja el cuadro
clinico que se observa en los humanos con sindrome metabadlico.

Este cuadro clinico fue inducido por el consumo de sacarosa (azucar refinada
comercial) al 30% en el agua de beber durante 24 semanas. El modelo se encuentra
bien establecido y los resultados obtenidos acerca de éste son:

1. El consumo de azucar refinada comercial en el agua de bebida produce
hipertrigliceridemia, e hipertension en ratas Wistar comparables a las encontradas
cuando se administran los carbohidratos en el alimento sélido (75-77).
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2. Larata con sindrome metabdlico desarrolla hipertrigliceridemia (78, 79).

3. Se han encontrado niveles altos de AGNE en el suero de los animales con
sindrome metabolico (79).

4. Se ha encontrado que en suero y mitocondrias hay un aumento de

malondialdehido (MDA), indicador de estrés oxidativo (80).

V. JUSTIFICACION

Se sabe que el SM es un factor de riesgo para desarrollar enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo Il y enfermedad crénica del rifién, es por ello que se
considera un problema de salud publica mundial.

Esta bien establecido que las enfermedades cronicas presentes en el SM estan
relacionadas con un aumento en la generacion de estrés oxidativo (81). Sin
embargo, las conexiones entre el dafio renal y el SM son extremadamente
complicadas, recientemente se ha descrito que la hipertension renal est4 asociada
con alteraciones en el metabolismo de la glucosa (72). En el modelo de rata con SM
se han observado alteraciones fisiologicas tales como, hipertension,
hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina, obesidad y aumento en las EROs en
higado y es por ello que este modelo es una buena herramienta para determinar si
el alto consumo de carbohidratos puede alterar el funcionamiento renal a través del
aumento de las EROs generadas por la mitocondria, en presencia de diferentes
concentraciones de AGNEs que reflejen mayor actividad de la lipdlisis en el modelo.
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V. HIPOTESIS

Las alteraciones en el metabolismo de los acidos grasos no esterificados
asociados al SM producen un aumento en la generacion de estrés oxidativo en la

mitocondria de rifién.

VI. OBJETIVOS

General:

e  Elucidar el mecanismo por el cual se generan EROs de manera exacerbada en
las mitocondrias de animales con sindrome metabdlico y evaluar el papel de la

expresion de la UCP2 para disminuir las EROs.

Particulares:

o Determinar el efecto de los AGNEs sobre el potencial transmembranal en
mitocondrias de rifion de animales con SM.

o Evaluar el papel de la UCP2 sobre el potencial transmembranal de mitocondrias
de rindn con SM.

o Cuantificar la generacion de EROs durante el metabolismo mitocondrial en los
animales con SM.

o Evaluar la actividad de algunas enzimas antioxidantes en homogeneizado y

mitocondrias de rifién de animales con SM.
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VIl. METODOLOGIA

Induccion del sindrome metabdlico

Se utilizaron ratas Wistar macho recién destetadas que fueron divididas en dos
grupos al azar. El grupo control tuvo acceso libre al alimento sélido comercial (Lab
Diet, formula 5001) y agua de beber ad libitum.

El sindrome metabdlico se indujo en el segundo grupo dandole una solucion de
sacarosa al 30% como agua de bebida y el mismo alimento que los animales
controles. El tratamiento dur6 24 semanas. Una vez finalizado el tratamiento los
animales se pusieron en ayuno durante una noche para recolectar una muestra de
orina y sangre para la determinacion de la funcion renal y posteriormente ser

decapitadas y realizar los experimentos.
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Funcién Renal

En la semana 23 de tratamiento, los animales se colocaron en cajas
metabolicas (NALGENE) durante 5 dias para su aclimatacion con acceso libre al
alimento y al agua. Después de este tiempo se dejaron en ayuno durante 12 h para
hacer la recoleccion de una muestra de orina y sangre para la determinaciéon de
creatinina urinaria y sérica, asi mismo se registr6 la cantidad de agua que
consumieron los animales para la obtencién del indice de depuracién, el cual se

determind por la siguiente formula:

C: UV/P,

donde, C= creatinina, U= concentracion de creatinina urinaria, V= velocidad de

la excrecion de orina en ml/min y P= concentracién de creatinina sérica.

Determinacion de creatinina séricay urinaria.

Antes de medir la creatinina en suero sanguineo, se desproteinizaron las
muestras: A 300 ul de suero se le adicionaron 2.1 ml de agua destilada, 300 nul de
H,SO4 0.33N y 300 ul de Na;WO,4+2H,0 al 5%. Esta mezcla se agité con vortex 3
veces cada 10 minutos y se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos y se recupero
el sobrenadante en donde se midio la creatinina.

Para la determinacién de creatinina en suero, se preparé una mezcla picrica
que contenia &cido picrico 40 mM y NaOH al 10% (5/1, v/v).

Se utilizaron 500 upl del sobrenadante del suero desproteinizado y se
adicionaron 1.5 ml de agua destilada y 1 ml de la mezcla picrica. Se dej6 incubar
durante 10 minutos y el registrt6 de la absorbancia se realiz6 en un
espectrofotometro a 540 nm. Paralelamente se realizdé una curva de calibracién con
creatinina (1 pg/ul) (Sigma) a diferentes concentraciones (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35
y 40 pg).

Para la determinacién de creatinina en orina se utilizaron 10 ul de orina y se

adicionaron 2 ml de agua destilada y 990 ul de la mezcla picrica, se dejaron incubar
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10 minutos y se registro la absorbencia en un espectrofotometro a 540 nm. La curva

de calibracion de creatinina (1ug/ul) fue de 0, 10, 20 y 40 pg.

Preparacion de mitocondrias

Una vez concluido el tratamiento de 24 semanas, las ratas se pusieron en
ayuno la noche previa a sacrificarlas. Los animales fueron pesados y decapitados
para extraer sangre, se recuperaron los rifiones para homogenizarlos y obtener
mitocondrias aisladas.

La obtencidbn de mitocondrias se realiz6 por centrifugacién diferencial
extrayendo los rifiones y colocandolos en una solucién de aislamiento que contenia,
sacarosa 250 mM, Tris-base 10 mM, EGTA 1mM a pH 7.4 a 4°C. Los 6rganos fueron
triturados finamente y se colocaron en un homogenizador tipo Potter con
aproximadamente 30 ml de solucién de aislamiento. El homogeneizado se centrifugd
a 2500 rpm durante 10 minutos a 4°C para sedimentar el tejido conjuntivo y restos
celulares. Se recuperd el sobrenadante y se centrifugé a 10,000 rpm durante 10
minutos y se obtuvo la fraccion mitocondrial. El pellet se resuspendio y se centrifugo
a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. La fraccion obtenida se resuspendié en 1 ml

de soluciéon de aislamiento.

Preparacion de cortes histolégicos: Técnica de Tricromico de Masson-Goldner

Una fraccion del riidn se embebid en parafina para realizar los cortesa 5 umy
realizar la tincion con el siguiente procedimiento (82).

Los cortes se desparafinaron y se hidrataron con soluciones graduales de
etanol hasta llegar al 100% de agua. Posteriormente se colocaron en solucion de
Bouin (25 ml de solucién saturada de acido picrico, 25 ml de formol al 40% y 5 ml de
acido acético) durante 1 hora a 56°C. Se dejaron enfriar y se lavaron con agua
corriente hasta eliminar el color amarillo. Una vez lavadas las muestras se colocaron
en hematoxilina de Weigert durante 5 minutos. Se lavo con agua corriente durante
10 minutos y después con agua destilada. Posteriormente se agregd colorante

Escarlata de Biebrich-Fuccina acida (90 ml de Escarlata de Biebrich al 1%, 10 ml de
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Fuccina acida al 1% y 1 ml de acido acético glacial) durante 10 minutos, se
enjuagaron con agua destilada y se colocaron en solucion de acidos (acido
fosfotungstico al 2.5% y acido fosfomolibdico al 2.5%). Después de colocaron en
Azul de anilina (azul de anilina al 2.5% y acido acético glacial al 2%), se lavé con
agua destilada y se colocé acido acético al 1% durante 1 minuto para finalmente

deshidratar y montar las muestras.

Determinacion de proteinas

Las proteinas se cuantificaron con el método de Lowry modificado (83).

Se prepararon tres soluciones: Sol. A (NaOH; al 1%), Sol. B (tartrato de sodio y
potasio al 1%) y Sol. C (CuSO, al 0.5%).

Las mitocondrias aisladas de rifion se diluyeron 1:100 en solucion fisiologica
(NaCl al 0.9%) y se determind la proteina con 100 ul de esta solucién por duplicado.
Paralelamente se prepard una curva de calibracion con albumina de suero bovino
(ASB) a una concentracion de 1 ug/ul de la siguiente manera: se colocaron 0, 10, 20
y 40 ul de la solucién de ASB en tubos de ensayo y se llevaron a 100 ul de solucion
salina y se adiciono 1 ml de la mezcla hecha con las soluciones A (10 ml), B (100 pl)
y C (100 pl). Después de 10 minutos de incubacion se adicionan 100 ml de Folin 1N
(Sigma) y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
El registro de la absorbancia se realiz6 en un espectrofotometro a 750 nm. La curva
de calibracion que corresponde a la absorbancia en funcion de las concentraciones
utilizadas de ASB es lineal y obedece a la ley de Beer Lambert, lo que permite

determinar la concentracion de proteina presente en las muestras mitocondriales.

Potencial transmembranal en la mitocondria

La tetrametilrodamina metil-ester (TMRM) pertenece a un grupo de cationes

lipofilicos tales como la rodamina 123, la tetrametilrodamina etil ester (TMRE), la

safranina, y el tetrafenilfosfonium (TPP), los cuales son compuestos que se

acumulan en la matriz mitocondrial (84).}
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Fig 6. Estructura quimica de la tetrametilrodamina metil-ester
(TMRM).

Cuando se activa la cadena respiratoria mitocondrial se forma un gradiente de
protones y el lado interno de la matriz mitocondrial es el que queda con una carga
negativa, debido a la translocacion de los H" a través de los complejos | Il y IV hacia
el espacio intermembranal. Esta diferencia de carga hace que la TMRM se desplace
del espacio intermembranal hacia el lado interno de la membrana interna
mitocondrial, lo que se traduce en un “quenching” o apagamiento de la fluorescencia.
El cambio de la fluorescencia se detecté en un espectrofluorometro marca Perkin-
Elmer, modelo LS-50-B con un software FL WinLab, con agitacibn magnética y bafio
de agua a 30 °C. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 550 y 590
nm respectivamente; las ranuras para el paso de luz (slit) fueron de 6 nm tanto en la
emision como en la excitacion.

En una celda de cuarzo conteniendo 1.95 ml de una solucién que contenia: KClI
130 mM, HEPES 25 mM, EGTA 0.1 mM, KH,PO4 10 mM a pH 7.4 se adicionaron 0.5
mg de proteina mitocondrial y 2 ul de TMRM (2 uM). Se comenzo la lectura de la
fluorescencia y se obtuvo la linea basal en aproximadamente 2 minutos,
posteriormente se adiciond piruvato/malato 10 mM como sustrato del complejo | o
succinato 10 mM como sustrato del complejo Il de la cadena respiratoria generando
asi un potencial transmembranal y finalmente para abatir este potencial se
adicionaron 2 uM de CCCP o &cido oleico a diferentes concentraciones.

Para poder medir la actividad de la UCP2 por este método se adicionaron 500

uM de GDP como inhibidor de la proteina.

-29.-



Anadlisis de los AGNEs por cromatografia de gases (CG)

La determinacion y la concentracion de los AGNEs se realiz6 segun el método
de Folch (85) con una mezcla de cloroformo-metanol (2/1 v/v) que contenia 0.002%
de BHT como antioxidante (Butil-hidroxitolueno, SIGMA) y se llevd a cabo en tres

etapas:

1.- Extraccion: Se utilizo6 1 mg de proteina mitocondrial a la cual se le
adicionaron 20 ul de &cido margarico (C:17) como estandar interno (1 pg/ul), 1 ml de
metanol y se agitdé con vortex durante 30 segundos; se agregaron 2 ml de
cloroformo y se agitd con vortex durante 30 segundos. Posteriormente se agrego 1
ml de solucion salina al 0.9% y se agité con vortex 30 segundos, las muestras se
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos y se recupero la fase de cloroformo
(fase orgéanica). Se adicionaron 200 ul de metanol para clarificar la muestra y sulfato
de sodio para eliminar los residuos de agua; se filtr6 sobre algoddn y se evaporé con
gas nitrégeno de alta pureza. Todos los pasos excepto la evaporacion se realizaron

en hielo.

2.- Derivatizacion: Al residuo lipidico se le agregaron 1 ml de metanol, 100 ul de
2,4-dimetoxipropano (Sigma) y 10 ul de acido sulfurico (Sigma) se agitdé con vortex
durante 30 segundos; la reaccion se realiz6 a temperatura ambiente durante 15
minutos . Se agregé 1 ml de solucion salina al 5%, 2 ml de hexano, se agit6 con
vortex durante 30 segundos y se centrifugaron las muestras a 3000 rpm durante 2
minutos. Se recupero la fase organica (hexano) y se repitié la extraccion 2 veces.

Finalmente se evaporé el hexano con gas nitrégeno a temperatura ambiente.

3.- Cromatografia de gas: El residuo lipidico fue disuelto en 100 ul de hexano
se agitd con vortex y se analizé una fraccion de esta solucion por el cromatografo de
gases (86). El cromatografo utilizado fue un GC-2010 marca Shimadzu con una
columna SP2330 (30 m x 0.25 mm DI, Supelco). La temperatura del inyector y la
columna se fijaron a 250 °C y 195 °C, respectivamente y se utilizé gas helio como
acarreador de la muestra a una presion de 2 Kg/cm?. La deteccion se realiz por

medio de la flama de H,. Los picos de cada acido graso fueron cuantificados gracias
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a la comparaciéon de su tiempo de retencion. La cuantificacion se realiz6 gracias a la

presencia de un estandar interno, que en este caso fue el acido margarico.

Fig 7. Cromatograma. La figura muestra diferentes picos que corresponden a los siete acidos grasos
detectados en una muestra control. (El= estandar interno)

Andlisis de la UCP-2 por Western Blot

Una vez que se obtuvieron las mitocondria se les adicioné una mezcla de
antiproteasas (5ug/ ml de PMSF, 5ug/ml de leupeptina, 2 ug/ml de pepstatina y
1upg/ml de aprotonina A) para descartar la degradacion de proteina. Posteriormente
60 ug de proteina fueron depositados en geles SDS-PAGE al 12% y se realizo la
electroforesis a 120 V durante 3 horas en un buffer de Tris-Glicina-SDS a pH 8.3 a
4°C.

Después de la corrida, el gel se transfirio a una membrana de PVDF (Millipore)
durante 60 minutos a 350 mA utilizando un buffer de Tris-Glicina y Metanol al 10%
sin ajustar el pH a 4°C. Posteriormente la membrana se incubé durante toda la
noche a 4°C con solucién bloqueadora que contenia TBS-Tween (Tris-HCI 10 mM,

NaCl 10 mM, Tween 0.1%) y leche descremada al 5%. Al término del bloqueo se
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elimind el exceso de leche con TBS-Tween y se incubd con el anticuerpo primario
anti UCP-2 de cabra (Santa Cruz Biotechnology) diluido 1:400 en solucion de TBS y
leche descremada al 3%, la membrana se incubd durante 4 horas a 4°C,
posteriormente la membrana se lavd 3 veces con TBS-Tween y se incub6 con el
anticuerpo secundario IgG anti-cabra de conejo conjugado con peroxidasa (Santa
Cruz Biotechnology) en una diluciéon 1:5000 en solucion de TBS y leche descremada
al 3% durante 2 horas a temperatura ambiente. Concluido el tiempo de incubacion,
la membrana se lavé 5 veces con TBS-Tween y se cubrié durante 3 minutos con una
mezcla del reactivo para revelar por quimioluminiscencia (Chemiluminescent HRP
Substrate Immobilon TMWestern, Millipore), se elimind el exceso de los reactivos y
se expuso a una placa de autorradiografia (Biomax MR Film, Kodak) durante 5
minutos.

Posteriormente la membrana fue incubada con anti TAN (translocador de
adenin nucleotidos) de cabra (Santa Cruz Biotechnology) diluido 1:3000 vy
posteriormente con el anticuerpo secundario IgG anti-cabra de conejo conjugado con
peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology) en una dilucién 1:5000, como control de
carga para determinar que las muestras fueron cargadas con la misma cantidad de
proteina.

El andlisis de imagenes se realizd por densitometria utilizando el programa de

computo ImageJ, desarrollado por la National Institutes of Health.

Cuantificacién de malondialdehido (MDA) por HPLC

El indice de lipoperoxidacion se midié por el método convencional de TBARS.
Para 2 mg de proteina mitocondrial o 100 ul de orina; se adicionaron 50 ul de
metanol con BHT al 4% més 1 ml de buffer de fosfatos (KH,PO4 150 mM) a pH 7.4,
se mezclaron con vortex durante 30 segundos y se incubaron en bafio maria a 37°C
durante 30 minutos. Finalizada la incubacion, se adicion6 1 ml de acido acético al
20% a pH 2.5, 1.5 ml de acido tiobarbiturico al 0.8%, el cual se preparé al momento.
La formacion de TBARS se realiz6 incubando las muestras en bafio maria a 100°C
durante 1 hora.

Para detener la reaccioén, los tubos se colocaron en hielo y se adicion6 1 ml de

KCL al 5% y 5 ml de n-butanol (SIGMA) y se agité con vortex durante 30 segundos.
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Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm a temperatura ambiente durante 2
minutos y se recupero la fase organica

Las muestras se filtraron a través de una membrana de poro 45 um y se
depositaron 50 pul en el inyector del HPLC. La A de excitacion y emision se calibraron
a 532 y 553 respectivamente (87, 88). Se utilizé una columna Resolve™ C18 90 A 5
um de 3.9 x 150 mm (Waters).

La cuantificacibn se realiz6 con una curva de calibracion utilizando
tetraetoxipropano como estandar, el cual se convirti6 en un MDA cuando se trato del

mismo modo que las muestras.

Cuantificacion de la generacion de EROs en mitocondrias de rifion

Durante la oxidacion de sustratos como el succinato o el piruvato/malato por la
cadena respiratoria mitocondrial (CRM), se genera O;", el cual es rapidamente
dismutado por la MnSOD que lo convierte en H,0O,, el cual difunde liboremente hacia
fuera de la matriz mitocondrial. La deteccion del H,O, se realiz6 por medio de la

oxidacion del 2, 7-dihidroclorofluoresceina en presencia de peroxidasa (89).
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Fig 8.Deteccion de H,O, por fluorescencia. El esquema muestra la manera que el DCF hidrolizado utiliza la
peroxidasa para detectar el HO,, En el momento que interacciona con el cambia su carga y emite fluorescencia.
(POD=peroxidasa)



El equipo que se utilizo fue un espectrofluorémetro Perkin-Elmer modelo LS-50-
B con un software FL WinLab, agitacion magnética y bafio de agua a 30 °C y las
longitudes de onda de excitacion y emision fueron 475 y 525 respectivamente; las
ranuras para el paso de luz se seleccionaron de 8 nm tanto en la excitacion como en
la emision.

En una celda de cuarzo se adicion6 1.95 ml de una solucion que contenia: KCI
130 mM, HEPES 25 mM, EGTA 0.1 mM, KH,PO,4 10 mM y MgCl, 3mM a pH 7.4, se
adicionaron 5 ul de albumina de suero bovino (ASB), 0.5 mg de proteina
mitocondrial, DCF-hidrolizado 100 nM y 100 ng de peroxidasa (POD). Se inicio la
medida de la fluorescencia y se obtuvo la linea basal después de 2 minutos,
posteriormente se adicioné succinato 10 mM para inducir el estado 4 de la
respiracion, después de 3 minutos de adicion6 ADP 250 nM para determinar la
formacion de H,O, en el estado 3.

Determinacion de la actividad de catalasa y superoxido dismutasa

Las muestras de mitocondrias y de homogeneizado de rifion se analizaron por
electroforesis en un gel nativo PAGE (sin SDS) al 8%, en un buffer de tris-glicina a
pH 8.3 durante 4 horas a 120 V.

Para la determinacion de la catalasa, el gel se lavé 3 veces durante 5 minutos
con agua destilada, posteriormente se incub6 con una solucion de agua oxigenada
(20 mM). Después se incub6é con una mezcla de revelado que contenia 1% de
KsFe(CN)s y 1% de FeCl36H,0, durante 10 minutos en la obscuridad. Finalmente se
detuvo la reaccién con agua destilada. El gel se tifié de azul excepto las bandas que
corresponden a la actividad de la catalasa.

Se utilizé catalasa comercial (SIGMA) a una concentracion de 100 ng como
estandar.

Para la determinacion de la SOD, después de la electroforesis, el gel se incub6
con una solucién que contenia NBT 2.45 mM (azul de tetrazolio) (SIGMA) durante 20
minutos, pasado este tiempo se incubo con una solucion que contenia EDTA 28 mM,
rivoflavina 0.028 mM, KH,PO, 36 mM a pH 7.6 durante 5 minutos. Finalmente se

expuso a la luz blanca durante 5 minutos. Se detuvo la reaccion con agua destilada.
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El gel se tifié color morado excepto las bandas correspondientes a la actividad de la
superoéxido dismutasa.
Se utiliz6 CuZnSOD de bovino a una concentracién de 100 ng como estandar.
El analisis de imagenes se realizd por densitometria utilizando el programa de
computo Imageld, desarrollado por la National Institutes of Health. Los resultados

estan expresados en porcentaje de los pixeles.

Cuantificacion de ubiquinol y alfa-tocoferol por HPLC.

La determinacion de la CoQ y la vitamina E, se realiz6 en 2 partes:

1. Extraccion: En un tubo de vidrio se colocaron 5 mg de proteina mitocondrial y
se adicionaron 4 ml de metanol que contenia 0.002% de BHT para evitar la
oxidacion de la muestra y se agitd con vortex durante 1 minuto; posteriormente se
adicionaron 3 ml de éter de petréleo (-20°C) (Baker) y se agité con vortex durante 1
minuto, posteriormente se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos. La fase
organica (éter de petrdleo) se transfirié a otro tubo de vidrio y se repitio la extraccion
2 veces mas.

Finalizada la extraccion, a los extractos se les adicionaron 2 ml de metanol al
95% y se agitdé en vortex suavemente durante 30 segundos. El éter de petréleo se

evaporo con gas nitrogeno de alta pureza.

2. Cromatografia. El extracto se disolvié en 200 ul de metanol-etanol (1:1) y se
filtré a través de una membrana con poro de 0.45 um. Se introdujeron 50 pl de la
muestra filtrada en el inyector del HPLC (90).

El detector electroquimico se programé a +550 mV para la deteccién de la
coenzima Q en su estado reducido y simultaneamente el alfa-tocoferol. La velocidad
del flujo fue de 1mil/min de la fase mévil (NaH,PO, 50 mM, acido octanosulfénico
0.05 mM a pH 3). Se utilizé una columna Nova-Pak® C;g de 3.9 x 150 mm (Waters).

Los estandares utilizados fueron CoQ oxidada (1.1 umol), CoQ reducida (110
nmol) y alfa-tocoferol (10 umol). La reduccién de la CoQ se realiz6 adicionando 9.57

mg de ditionita disuelta en agua por 110 nmol de CoQ, se incubd durante 30 minutos
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con agitacion suave en la oscuridad y se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos y

se recupero el sobrenadante.

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron aplicando la prueba de "t" de Student para grupos

no apareados, para ello se utilizé el programa estadistico Sigma Plot 9.0. Los

resultados numeéricos estan representados como la Media + Desviacion Estandar.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p <0.05.
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VIII. RESULTADOS

Caracteristicas generales de los animales

Finalizado el tratamiento de 24 semanas con sacarosa al 30%, los animales
con SM, tuvieron un peso corporal significativamente mayor (p<0.05) con respecto a
los controles lo cual esta asociado con el aumento en la grasa retroperitoneal, la cual
fue significativamente mayor en la rata con SM (Tabla II).

El consumo de sacarosa indujo un incremento en los niveles de triglicéridos e
insulina (p<0.05), mientras que los niveles de glucosa se mantuvieron constantes.

Con estos datos podemos corroborar que las ratas cumplen con al menos 4

caracteristicas que definen el SM.

Tabla Il. Caracteristicas generales de los animales

Control SM P
Peso corporal (g) 440+ 29 526 + 57 <0.05
Grasa retroperitoneal (g) 2.87+0.8 15.3+5.2 <0.05
Triacilgliceroles (mM) 0.50.+0.10 1.22+£0.32 <0.05
Glucosa (mM) 6.22 +0.12 5.63 +£0.52 NS
Insulina (pM)=a 106.8 +17.4 285.2 £+ 53.5 <0.05

Los valores representan la media + la DE (n=4 animales diferentes) (an=6 animales diferentes)

Funcién renal

El dafio renal se evalué en vivo por la determinacién de proteinuria y el indice
de depuracion de creatinina.

Las ratas con SM aumentaron significativamente (p<0.05) sus niveles de
creatinina sérica con respecto a los animales controles, mientras que el indice de
depuracion es significativamente inferior en los animales con SM con respecto los
controles, lo que clinicamente indica dafio renal. Esto se corroboré midiendo la

excrecion de proteina total en donde se observd que los animales con SM tuvieron
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una excrecion significativamente mayor (p<0.05) de proteina total con respecto a los

controles (Tabla I11).

Tabla lll. Funcién renal de los animales

Control SM P
Proteinuria (mg/24hr) 10.65 + 5.66 18.545 +4.18 <0.05
Creatinina urinaria (ng/ml) 17.24 + 8.67 7.076 £ 4.41 <0.05
Creatinina sérica (ug/mL) 0.0530 + 0.007 0.4654 £ 0.24 <0.05
Depuracién (mL/min) 2275+ 1.72 0.327 £ 0.40 <0.05

Los valores fueron expresados como la media * la DE (n= 5 animales diferentes)

Analisis histolégico del rifion

Para corroborar los datos anteriores, se realizaron cortes histolégicos y se
sometieron a la tincion de Masson-Goldner (Tricromico de Goldner), la cual se basa
en el uso de distintos colorantes. Los resultados muestran que los animales con SM,
tuvieron cambios estructurales a nivel de glomérulo como engrosamiento de la
membrana basal, acumulacion de matriz extracelular, pérdida de podocitos, siendo
todas estas estructuras que juegan un rol importante para que se lleve a cabo

filtracion de proteinas a nivel de la camara de Bowman.

ol SME0R ~u | L

Fig. 9 Tincion de Masson-Goldner El glomérulo control muestra integridad estructural, el epitelio (Ep) se
mantiene integro y las células mesangiales (CM) no se encuentran aglomeradas. El glomérulo con SM, muestra
pérdida del epitelio y fusion de las células mesangiales, asi como la presencia de vesiculas de grasa.
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También se observo que los glomérulos de las ratas con SM, perdieron la
fenestracion del endotelio y el lumen de los capilares estaba reducido en estos

animales en comparacion con los controles.

Fig. 10 MICI’OSCOpIa electronlca de transmision. Las fotografias muestran que los glomérulos de animales
controles (1) tienen una morfologia normal, el endotelio (E), células podociticas definidas y la membrana basal
(MB) delgada, mientras que el glomérulo de animales con SM (2) hay pérdida de los podocitos, engrosamiento
de la membrana basal y el endotelio se encuentra fusionado.

Andlisis de los AGNEs en el rifidén

La composicion de AGNEs en el homogeneizado y mitocondrias de rifiones
controles y con SM se determinaron por cromatografia de gases. Se identificaron
siete acidos grasos (Tabla 1V) de los cuales se obtuvo un incremento significativo
(p<0.05) en el acido palmitico, palmitoleico y oleico, en el homogeneizado de rifidn
de animales con SM respecto a los controles, mientras que las concentraciones del
acido linoleico disminuyeron significativamente (p<0.05) en animales con SM vy el
acido estearico, araquidénico y docosahexanoico se mantuvieron similares en
ambos grupos. La concentracion total de AGNEs se ve significativamente
incrementada en rifidén de animales con SM en comparacion con el control.

En mitocondrias no hubo diferencias significativas en ninguno de los siete
AGNEs analizados.
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Tabla IV. Acidos grasos no esterificados en mitocondrias y en homogeneizado

de rinon.

Mitocondria Homogeneizado
AGNE Control SM Control SM
Palmitico (C16:0) 23.46 +1.95 26.56 + 3.91 28.86 + 2.97 42.04 + 6.76*
Palmitoleico (C16:1) 0.23+0.23 0.27 £0.17 451 +4.34 11.83 +1.91*
Estearico (C18:0) 19.85+1.2 20.3+3.30 19.33+3.25 21.29+3.9
Oleico (C18:1) b3.88 + 0.6 4.7+1.93 28.71+3.9 41.17 +10.87*
Linoleico (C18:2) b7.43+1.3 6.16 + 1.56 27.32+3.27 18.21 + 5.16*
Araquidonico (C20:4) 9.44 +1.66 9.78 £ 2.52 23.59 +5.07 28.51 +3.30
Docosahexaenoico 0.78 £0.39 0.88 £0.39 0.95+£0.40 1.58+1.35
Cantidad total 66.9+5.0 70.32 £9.36 133.99 + 17.89 164.01 + 28.28*

Los valores se reportan en nmol/mg de proteina tanto en mitocondrias como en homogeneizado.. Los
valores se expresan como la media + la DE (n= 5 animales diferentes) (p<0.05)

Estrés Oxidativo

El sindrome metabdlico inducido por el alto consumo de sacarosa produjo un

aumento significativo (p<0.05) en los niveles de MDA en el homogeneizado de rifion

y en la orina (Fig. 11A, 11C), lo que indica un estrés oxidativo en los animales con

sindrome metabdlico. Por otro lado en las mitocondrias de rifidn no se encontrd

diferencia significativa en los niveles de MDA (Fig 11B).
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Fig 11. Niveles de MDA en el homogeneizado de rifiéon (A), en mitocondrias de rifion (B) y en orina de
animales con SM en comparacién de los controles. Los valores representan el promedio + DE de 6

experimentos.
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Actividad de superoxido dismutasa

Se sabe que una de las razones mas importantes para que exista estrés
oxidativo en los sistemas biolégicos es que las defensas antioxidantes se
encuentren abatidas y que de esta manera no puedan ser contrarrestadas las EROs
generadas durante el SM.

Es por ello que lo siguiente fue medir las actividades de enzimas antioxidantes
como la catalasa y la Cu/ZnSOD y MnSOD en mitocondrias y en el homogeneizado
de rifion.

La determinacién de las actividades de las enzimas catalasa y SOD por la
tincion de geles nativos permite evaluar la actividad de las enzimas sin interferencias
de otras sustancias (Fig 12). Los geles nativos permiten la separacion de dos
isoformas de la enzima, la Cu/ZnSOD y la MnSOD.

Los resultados muestran que la actividad de la MnSOD en las mitocondrias
control no difiere de las actividades de las mitocondrias de rifion con SM. En cuanto
a la actividad de la Cu/ZnSOD estuvo muy incrementada en las mitocondrias de
rifidn con SM en comparacion con la de los rifiones control.

En el homogeneizado de rifion las diferencias en las actividades de la

Cu/ZnSOD no muestran diferencias entre ambos grupos (Fig. 13).

Homogenelzado CuZnsobD

——

Mitocondrias i‘*lil*i..\.g!*‘i" MnSOD

Fig 12. CuZn y MnSOD. Los geles muestran la expresion de la CuZnSOD y MnSOD en homogeneizado y
mitocondrias de animales control y con SM.
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Fig 13. Actividad de las enzimas antioxidantes (dado en porcentaje de pixeles). (A) MNnSOD mitocondrial, (B)
Cu/ZnSOD en homogeneizado y (C) Cu/ZnSOD mitocondrial.

Actividad de catalasa

Cuando se midio la actividad de la catalasa por tinciébn de geles nativos (Fig
14), se observé que existe una disminucion significativa (p<0.05) en el
homogeneizado de riflones de animales con SM (Fig. 15) con respecto a los
controles, esto sin duda puede ser motivo para que exista un aumento en las

especies reactivas del oxigeno, sobre todo del H,O, que es el sustrato de esta
proteina.

Catalasa

Fig 14. Gel de Catalasa. El gel muestra la disminucién que existe en la actividad de catalasa en el
homogeneizado de rifion de animales con SM.
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Fig 15. Actividad de catalasa. Las barras muestran que la actividad
de la catalasa en el homogeneizado de rifiones con SM es
significativamente menor en comparacion con los controles.

La mitocondria como generadora de estrés oxidativo

La determinacion de EROs generados por la mitocondria se realiz6 mediante la
deteccidn de la fluorescencia del DCF-hidrolizado que es sensible a la oxidacion. En
la figura 16 se observa un trazo representativo de la velocidad de generacion de
H.O, en presencia de succinato como sustrato oxidativo del complejo Il de la cadena

respiratoria mitocondrial.
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Fig 16. Cambio de la fluorescencia del DCF en funciéon del tiempo. La oxidacion del DCF
refleja la generacion de H.O, por las mitocondrias aisladas de rifién oxidando succinato (10
mM).
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Liberacion de H,O, por las mitocondrias de

rrnon
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Fig 17 Velocidad de generacion de H,O, La grafica muestra que hay un aumento
significativo en la velocidad de producciéon de EROs en el estado 4 (oxidando succinato 10
mM) de la respiracion por las mitocondrias de rifibn de animales con SM. (n=6
experimentos)

La figura 17 resume los resultados obtenidos en cuanto a la generacion de
H.O, por las mitocondrias de riibn de ambos grupos.

Las mitocondrias de rifion de animales con SM generaron EROs con una
velocidad mayor oxidando succinato (10 mM) comparadas con las mitocondrias del
rifidn control. En presencia de rotenona (4 uM) como inhibidor del complejo | de la
CRM, la velocidad de generacion de EROs oxidando succinato fueron inhibidos por
ambas mitocondrias. (Fig 18)

Liberacion de H,O, por las mitocondrias
de rifidn: Efecto de la Rotenona
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Fig 18. Disminucidon en la generacion de H,O,, oxidando succinato en
presencia de rotenona inhibidor del complejo | de la CRM.

-44 -



Potencial mitocondrial

El potencial mitocondrial esta directamente relacionado con la formacion de
EROs.

La determinacion del potencial transmembranal se realiz6 por medio de la
deteccion de los cambios en la fluorescencia emitida por la TMRM.

En la figura 19 se muestra un esquema representativo de la generaciéon del
potencial transmembranal en presencia de succinato 10 mM (transporte de
electrones en reversa) o en presencia de piruvato/ malato 10 mM (transporte de
electrones directo). Al adicionar las mitocondrias al minuto 2, se observé una
disminucién en la fluorescencia que corresponde al “quenching” de la TMRM, que es
proporcional a la salida de H' de la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembranal. En el minuto 5 la adicion de CCCP (un protonéforo que produce el
regreso del H* desde el espacio intermembranal hacia la matriz mitocondrial) indujo

un aumento en la fluorescencia proporcional al colapso del potencial.
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Fig.19. Potencial transmembranal. Trazo representativo de la determinaciéon del potencial
transmembranal en mitocondrias aisladas.

Las mitocondrias aisladas de rifion con SM oxidando succinato (10 mM) o
piruvato/malto tuvieron una disminucion de la fluorescencia en presencia de CCCP

con respecto a los controles.
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Fig 20. Los histogramas muestran el porcentaje del Af que generaron las mitocondrias control y
SM (A) en presencia de succinato (10 mM) y (B) de piruvato/malato (10 mM). La Af corresponde a la

diferencia entre la fluorescencia después de adicionar CCCP y la fluorescencia antes la adiciéon de
CCCP (* p<0.05).

Asi pues en la figura 20 se observa que la Af es significativamente menor en

las mitocondrias con SM con respecto a los controles, después de adicionar CCCP.

Efecto del acido oleico sobre la generacion de EROs y el potencial

transmembranal

Se ha reportado que los AGNEs pueden interaccionar con complejos de la
cadena respiratoria mitocondrial o con acarreadores como el TAN. Al interaccionar
con complejos respiratorios pueden estar generando estrés oxidativo.

La adicidon de acido oleico como &cido graso no esterificado (15 uM) aumento
de manera significativa la velocidad de generacion de H,O, en mitocondrias de
rifones controles y con SM de la misma manera (Fig 21). El acido oleico se encontro
aumentado de manera significativa en los animales con SM.

También se sabe que los acidos grasos son desacoplantes naturales de la
CRM y que lo pueden hacer interaccionando directamente con la membrana o con el
TAN.
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Fig 21.Efecto del &cido oleico sobre el potencial transmembranal. La generacion
de H,O, solo aumento de manera significativa en las mitocondrias controles.
(*p<0.05)

La figura 22 muestra que la adicién de diferentes concentraciones de acido
oleico reduce la Af dosis respuesta en las mitocondrias de animales con SM y

control, siendo mas sensibles los controles al efecto del AGNE.
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Fig 22. Efecto del GDP, CAT (carboxilatractilésido), y &cido oleico (5, 10, 15 y 30 uM) sobre el potencial
transmembranal en presencia de succinato.

La adicion de 1 uM de carboxilatractilosido (CAT) como inhibidor del TAN, nos

permitié visualizar que este acarreador tiene una participacion importante en la
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translocacién de acidos grasos, ya que cuando se adiciond a las mitocondrias en

presencia de acido oleico, el desacoplamiento disminuyo (Fig 22).

Western Blot de la UCP 2 en mitocondrias de rifdn

Se ha descrito que la UCP2 esta distribuida en muchos érganos incluyendo el
riion, también se sabe que se expresa en distintas patologias (51, 91). La hipotesis
de su funcién es inducir una fuga de H* desacoplando el consumo de O, de la
sintesis de ATP, disminuyendo asi las EROs. En el tejido adiposo café la UCP1 es
responsable del desacoplamiento de la CRM, y convertir el gradiente electroquimico
en calor.

Utilizando el anticuerpo contra la UCP2, el andlisis por Western Blot muestra un
aumento significativo (p<0.05) en la expresion de la proteina en animales con SM
con respecto a los controles, utilizando en TAN como control de carga (Fig 23).

Cabe mencionar que la expresion del TAN no varié en ninguno de los grupos.

ucpP-2

L PP S DL 1AM
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Fig 23. Expresion de la UCP-2 en mitocondrias de rifion control y con SM. (A) El gel muestra la
UCP2 con un peso molecular aproximadamente de 32 kDa se muestra el gel y al TAN con como
control de carga. (B) Los histogramas muestran el aumento significativo en las mitocondrias de rifion
con SM en comparacion con los controles.
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Para establecer la participacion de la UCP2 en las mitocondrias de rifion con
SM, se determiné el efecto de esta proteina sobre la disminucion del metabolismo
mitocondrial y sobre la generacion de especies reactivas. Esto se determiné usando

el GDP (500 uM) como inhibidor de la proteina.
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Fig 24. La grafica muestra que cuando la proteina UCP-2 es inhibida por el
GDP (0.50 mM), aumenta la generacion de H>O,

Asi pues se observo que la adicion de GDP (500 uM) a las mitocondrias de
rifidn control y con SM caus6 un aumento significativo en la velocidad de generacion
de EROs, aunque no hubo diferencias entre ambos grupos (Fig 24).

Mientras que, cuando analizamos el efecto del GDP sobre el potencial
transmembranal, encontramos que en presencia del inhibidor el potencial aumenta

de manera muy discreta, lo que confirma la presencia de la UCP-2 (Fig 25).
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Fig 25. La figura muestra un aumento en el potencial transmembranal tras la adicion de 50 mM de
GDP como inhibidor de la UCP-2, en presencia de succinato.
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Anélisis de CoQ y a-tocoferol

Como se menciond anteriormente, un estado de estrés oxidativo se debe a la
disminucién de las enzimas antioxidantes o de moléculas que actlan no
enzimaticamente como tal. Es por ello que se analizaron los niveles de CoQg y
CoQip en su forma oxidada y reducida por HPLC.

La figura 28A muestra que existe una disminucién en la concentracion de CoQg
reducida en las mitocondrias de rifion de animales con SM en comparacién a los
controles. Mientras que la CoQjo no muestra cambios en ambos grupos.

El andlisis de la forma oxidada de la CoQ, también se realizd, ya que es ésta la
que funciona como cofactor de las UCPs (92).

Los resultados muestran que tanto la CoQg como la CoQ10 en su forma oxidada
no presentan cambios en ninguno de los dos grupos (Fig 28B).
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Fig 26. Concentraciones de CoQg y CoQio en mitocondrias de rifidn. Se muestran las formas (A) reducidas y
(B) oxidadas de las coenzimas.

En cuanto a los niveles de a-tocoferol detectados mediante HPLC, no se
observaron diferencias entre las mitocondrias de rifidn de animales control y SM (Fig
28).
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Fig 29. Concentraciones de alfa-tocoferol en mitocondrias de rifion.
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IX. DISCUSION

Las dietas hipercaloricas estan asociadas con el desarrollo de diversas
patologias como la obesidad, la hipertensioén, la hipertrigliceridemia, la diabetes tipo
Il 'y enfermedades cardiovasculares (cardiopatia coronaria, enfermedades
cerebrovasculares, cardiopatia reumatica y embolias pulmonares) tanto en humanos
como en modelos experimentales (2).

El alto consumo de sacarosa en el modelo de SM produjo un incremento en el
peso corporal y en la grasa retroperitoneal y triglicéridos circulantes, lo cual indicé
que existen alteraciones en el metabolismo de los lipidos, tanto en su oxidacion
como en su biosintesis (93).

En la obesidad asociada con resistencia a la insulina (RI) se observa un
aumento en la actividad lipolitica en el tejido adiposo (93), ya que la actividad de la
lipasa hormono-sensible (LHS) presente en el tejido adiposo es regulada por
fosforilacion (activa) y desfosforilacion (inactiva) La insulina promueve la
desfosforilacién de la proteina y entonces cuando hay resistencia a la insulina, la
LHS es fosforilada permaneciendo activa e induciendo un incremento en la lipdlisis
que se refleja en un aumento en los AGNEs circulantes (94). La RI también afecta el
mecanismo por el cual hay entrada de glucosa y esterificacion de los AGNE
(posprandio) en el adipocito, asi, los AGNEs circulantes pueden depositarse en
cualquier 6rgano blanco incluyendo el rifion (95).

La obesidad juega un rol importante en la asociacién que existe entre el dafio
renal y el SM, sin que exista de por medio diabetes tipo Il (96, 97).

En este trabajo se encontr6 que el alto consumo de sacarosa induce dafio
renal. Los animales con sindrome metabdlico desarrollaron proteinuria y su indice de
depuracion de creatinina fue menor comparado con el de los controles, ademas los
cortes histolégicos muestran cambios morfolégicos en el glomérulo y estructuras
como los podocitos, la membrana basal y el endotelio se encuentran alterados.
Estas alteraciones estan probablemente asociadas con la disminucién en el indice
de depuracion en los animales con SM.

El mecanismo bioquimico por el cual la dieta alta en carbohidratos genera
cambios en la fisiologia y estructura renal en este modelo no esta del todo

establecido, sin embargo se sabe que la obesidad central presente en el SM,
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provoca un proceso inflamatorio y el aumento en la secrecion de citocinas (72) y que
la acumulacion de AGNEs esta relacionada con la generaciéon de microalbuminuria,
estrés oxidativo y dafio a nivel glomerular (98, 99).

El analisis de la composicion de AGNEs en el homogenizado de riibn muestra
un aumento significativo de los AGNEs totales en el homogenizado y en particular el
acido palmitico que es el primer producto de la sintesis de novo de los acidos
grasos, el acido palmitoleico, producto de la desaturacién del palmitico por la A9
desaturasa (99) y el acido oleico el cual es un acido graso monoinsaturado. La
acumulacion de AGNEs en el rifion de los animales con sindrome metabdlico puede
ser asociada con la generacion de estrés oxidativo, un factor importante en la
alteracion de la funcion renal que se observa en este modelo de SM (Tabla 1V) (70).

El incremento de la concentracién de TBARS (indice de lipoperoxidacion) en la
orina como en el homogenizado de rifién de animales con SM refleja un aumento en
el estrés oxidativo en estos animales, que puede ser debido en un aumento en la
generacion de moléculas pro-oxidantes y una disminucion en las defensa
antioxidante. La mitocondria es una fuente de generacion de especies reactivas de
oxigeno que representan el 1 al 2% del oxigeno que se consume a nivel de la
cadena respiratoria mitocondrial para la sintesis de ATP (22). En condiciones
patolégicas como el sindrome metabdlico, esta proporcion puede aumentar por la
pérdida del equilibrio entre la generacién de pro-oxidantes y antioxidantes. Ademas,
se ha observado que en presencia de AGNEs como el acido palmitico o el
araquidonico, las mitocondrias de corazén o del cerebro producen las EROs con una
velocidad mayor que en ausencia de AGNEs (100), esto indica que los acidos
grasos tanto de cadenas saturadas e insaturadas interaccionan con la cadena
respiratoria para aumentar la velocidad de generacién de EROs.

En mitocondrias aisladas de rifidbn de animales con SM la velocidad de
generacion de EROs en presencia de succinato como sustrato oxidativo del
complejo Il (estado 4) es mayor con respecto a la de los animales controles; esta
diferencia se mantiene en presencia de piruvato/malato como sustrato oxidativo del
complejo |, aunque en menor proporcion. Este resultado concuerda con lo reportado
por otros autores ya que se ha propuesto que el aumento en la generacion de EROs
en presencia de succinato es dependiente del potencial transmembrana, del estado
redox y de los flavin mononucledtidos (9, 25, 101). La adicion de rotenona (un
inhibidor del complejo 1) al medio de incubacion disminuy6 significativamente la
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velocidad de generacion de EROs en las mitocondrias de SM de igual manera que
las de los animales controles. Este resultado sugiere que el complejo | contribuye de
una manera muy importante en la generacion de EROs en las mitocondrias de rifion
como se ha reportado previamente (9, 30). El mecanismo por el cual las
mitocondrias de animales con SM generan EROs con mayor velocidad en presencia
de succinato o piruvato/malato puede atribuirse a diferentes factores tales como:
alteraciones en la actividad de la cadena respiratoria mitocondria (CRM), la cual se
ha investigado ampliamente su participacion en distintas patologias (33, 102),
alteraciones en la actividad de las enzimas superoxido dismutasa de Mn o de Cu/Zn
y de las moléculas antioxidantes como las CoQ, vitamina E (vitE), glutatiéon o el
aumento en la concentracion de los AGNEs.

En este trabajo se analizo el efecto del &cido oleico (AO) como AGNESs que se
encuentra en concentraciones altas en el homogenizado de riidbn y que puede
contribuir a aumentar la generaciéon de EROs en las mitocondrias. La adicion del AO
aumenta la velocidad de generacion de EROs en los dos tipos de mitocondrias
aisladas de los dos grupos de animales.

La CRM produce O," via el complejo | hacia el espacio intermembranal y el
complejo Il hacia el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial (24, 104, 105);
este O, es rapidamente dismutado por la superoxido dismutasa a H,O,, especie
reactiva mas estable y liposoluble, asi puede ser detectado por oxidaciéon del DCF
en presencia de peroxidasa.

El mecanismo por el cual la generacién de H,O, esta aumentada puede ser el
resultado de un aumento en la actividad de la Cu/ZnSOD localizada en el espacio
intermembranal (106, 107). El andlisis por gel nativo de esta enzima muestra un
aumento significativo en la actividad de la Cu/ZnSOD en mitocondrias de animales
con SM. El aumento en la actividad de esta enzima puede resultar en la formacion
incrementada de H,O; y su liberacion hacia el citosol donde puede acumularse por
la disminucién en la actividad de catalasa que se encontré en el homogenizado de
rifidn de los animales con SM.

El H,O, puede reaccionar con metales de transicidon segun la reaccion de
Fenton, la cual genera OH que produce altos niveles de malondialdehido como
producto final de la lipoperoxidacion, esto explicaria el aumento en la concentracion

del MDA en el homogeneizado de rifiidn.
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Sin embargo, en mitocondrias aisladas de rifion no se encontraron diferencias
en la concentracibn de TBARS entre control y SM. Esto sugiere que la
lipoperoxidacion en membrana mitocondrial fue limitada probablemente debido a la
expresion de la UCP2. Se ha reportado que la sobre-expresion de la UCP2 en
cardiomiocitos disminuye el dafio celular por H,O, (108). Asi mismo, en el modelo
de raton knockout de la UCP2 hay una sobre-produccion de EROs (52).

El andlisis por gel PAGE-SDS de la UCP2 muestra una sobre-expresion de la
proteina en mitocondrias de rifidn con SM. Para explorar el mecanismo por el cual la
sobre-expresion de la UCP2 patrticipa en la disminucién de las EROs la mitocondria
fue incubada con GDP, inhibidor de la UCP1 homologa de la UCP2. El indice de
generacion de EROs oxidando succinato en presencia de GDP se incrementd en
mitocondrias control y con SM (91). Este resultado sugiere que el incremento en la
expresion de la UCP2 en el rifidn de animales con SM es una respuesta contra la
generacion de EROs in vivo.

La sobre-expresion de la UCP2 puede ser la causante de la disminucién del
potencial transmembranal en mitocondrias de rifion de animales con SM, medido por
la fluorescencia de la TMRM en presencia de succinato. Cuando el desacoplamiento
fue activado por AO como AGNESs no se observo el restablecimiento del potencial en
presencia de GDP.

La inhibicién de la UCP3 de musculo esquelético depende del estado redox de
la coenzima Q (UQ) (109). Se ha observado que la inhibiciéon por GTP, un analogo
del GDP no fue capaz de inhibir el desacoplamiento del potencial inducido por
AGNEs como activadores de la UCP3 del musculo esquelético bajo condiciones del
estado 3, es decir cuando la reduccién de CoQ .es alta.

La ausencia de inhibicion de la UCP2 por GDP mediado por AO puede deberse
a que no hay cambio en las concentraciones de CoQ oxidada y reducida en ambos

grupos (Fig. 26).
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X. CONCLUSIONES

1. El SM inducido por el alto consumo de sacarosa esté asociado con la

acumulacion de AGNEs en el rifndn.

2. La sobre-expresion de la UCP2 en mitocondrias es una respuesta al estrés
oxidativo; esta proteccion puede ser apreciada, ya que no hubo cambios en las
concentraciones de MDA en mitocondrias aisladas como indice de
lipoperoxidacién y por el aumento en el indice de estrés oxidativo por la adicién
de GDP como inhibidor de la UCP2. Sin embargo, la adicion de AO exacerbé la
generacion de EROs por la mitocondria e indujo la pérdida en la sensibilidad por
GDP.

3. En mitocondrias aisladas de rifion de animales con SM, el incremento en la
generacion de H,O,, puede ser debido también al incremento en la actividad de
la Cu/ZnSOD en el espacio intermembranal y a la disminucion de la catalasa en
el homogeneizado de rifidn. Estos factores pueden ocasionar que el H,O, no solo
se acumule fuera de la mitocondria sino que reaccione formando otros radicales
y dafie de esta manera otras membranas por lipoperoxidacion, lo cual se refleja

en los altos indices de MDA en el homogeneizado de rifion de animales con SM.
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Xl.  GLOSARIO

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosin difosfato

AG: Acido graso

AGNE: Acido graso no esterificado
AO: Acido oleico

ASB: Albumina de suero bovino

ATB: Acido tiobarbitarico

ATP: Adenosin trifosfato

BHT: Hidroxitolueno butilado

CAT: Catalasa

CCCP: Carbonil cianuro clorofenil
hidrazona

cit: Citocromo

CoQ: Coenzima Q

CPT: Carnitina palmitoiltransferasa
CRM: Cadena respiratoria mitocondrial
DA-DCF:. 2, 7-

diclofluoresceina

Diacetato de

DAG: Diacilglicerol

DCF: Diclofluoresceina

EDTA: Acido etilendiamintetraacético
ERO: Especies reactivas del oxigeno
FAD: Flavin adenin dinucleotido
FADH:

reducido

Flavin adenin dinucleotido
FMN: Flavin mononucleétido

GDP: Guanosin difosfato

GR: Glutation reductasa

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation oxidado

GPX: Glutation peroxidasa

HDL: Lipoproteinas de alta densidad
HPLC: Cromatografia liquida de alta
eficacia

LHS: Lipasa hormono-sensible

MDA: Malondialdehido

NAD": Nicotin-amin-adenin dinucleotido
NADH: Nicotin-amin-adenin
dinucledtido reducido

NADPH: Fosfato de nicotin-amin-adenin
dinucleotido reducido

NCEP: Programa Nacional de
Educacion sobre Colesterol y el Panel
[Il de Tratamiento del Adulto

OMS: Organizacién mundial de la salud
Pi: Pirofosfato

POD: Peroxidasa

PVDF: Fluoruro de polivinil

PPAR: Receptor activado por
proliferadores peroxisamales

RI: Resistencia a la Insulina

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SM: Sindrome metabdlico

SOD: Superoxido dismutasa

TAN: Translocador de adenin
nucleoétidos

TBH: Ter- butyl hidroxiperéxido

TG: Triglicérido

UCP: Proteina desacoplante

UQ: Ubiquinona (forma oxidada)

UQHo3: Ubiquinol (forma reducida)

UQ": Radical ubisemiquinona
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