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Introduccion

El sistema digestivo esta encargado de transformar los elementos de la dieta en
combustible utilizable por el cuerpo, descomponiendo las moléculas grandes que
conforman los alimentos habituales de los organismos, de tal forma que puedan

ser absorbidos y utilizadas por ellos (Kardong, 2007).

El higado tiene un papel central en la transformacion, distribucion y secrecion de
varias sustancias relacionadas con el procesamiento de nutrientes. Proporciona a
los o6rganos y tejidos una variedad de moléculas para la nutricion a través del
sistema circulatorio. La centralidad del higado se pone de manifiesto incluso al

denominar a los demas érganos “extrahepaticos” o “periféricos” (Kmieé¢, 2001).

El higado de un humano adulto pesa entre 1400 y 1600 gramos, lo que representa
el 2.5% del peso corporal, este 6rgano tiene la particularidad de recibir el flujo
sanguineo de dos aportes diferentes, siendo el principal la vena porta hepatica
que se estima aporta entre el 60% y 70% del flujo sanguineo, mientras que la
arteria hepatica aporta entre 30% y 40%. En ratas se estima que el flujo sanguineo
portal es de 90%, mientras que el arterial es 10% (Mitchel et al. 2004; Ferrigno et
al. 2002)

Los componentes celulares del higado son heterogéneos, primordialmente
encontramos hepatocitos que conforman cerca del 75% de la masa hepatica total
y se calcula realizan mas de 5000 reacciones quimicas diferentes; éstos
transforman los nutrientes de la dieta en los combustibles y precursores
necesarios para cada tejido. Los hepatocitos son de gran importancia en la
administraciéon de los nutrientes a nivel sistémico, como lo ejemplifica el caso de la
glucosa sanguinea (molécula usada como fuente primaria de energia por las
células) proveniente de la digestién, que se absorbe por los hepatocitos y se
almacena como glucogeno. Este mecanismo es fundamental para mantener la
homeostasis pues protege al resto del cuerpo de los niveles altos y bajos de
glucosa en la sangre. Por otra parte, los acidos grasos también son absorbidos por
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los hepatocitos y metabolizados para producir energia en forma de ATP. Los
hepatocitos también producen moléculas como colesterol, fosfolipidos,
lipoproteinas y bilis entre muchas otras moléculas de importancia crucial para el

funcionamiento del cuerpo.

También encontramos otros tipos celulares como las células estelares; células de
Kupffer; linfocitos granulosos, también llamados “Natural Killer” cuya funcion es
defender contra infecciones virales y células tumorales metastasicas. Las células
ovales que pueden diferenciarse en hepatocitos o en células del ducto biliar en
caso de dano cronico masivo vy, finalmente, las células endoteliales y las células
del ducto biliar (Mendieta, 2010; Nelson et al. 2008).

Los tres principales tipos de moléculas que funcionan como macronutrientes,
carbohidratos, proteinas y lipidos, experimentan hidrélisis enzimatica hasta
convertirse en sus constituyentes mas sencillos. Esta descomposicion vy
degradacion quimica de los alimentos es necesaria, puesto que las células
epiteliales digestivas solo absorben moléculas relativamente pequefias (Nelson et
al. 2008).

Posterior a la absorcion, los nutrientes son llevados por el torrente sanguineo al
higado (con excepcién de los triacilgliceroles que van al tejido adiposo a través del
sistema linfatico). La vena porta es una ruta directa de los 6rganos digestivos al
higado, siendo este el primer érgano en acceder a los nutrientes. Ademas de
recibir la sangre del intestino grueso y del intestino delgado, el higado también

recibe la sangre proveniente del bazo y del pancreas.

La importancia que reviste el higado a nivel sistémico ha llevado al desarrollo de
sistemas de reparacion inmediatos, pese a ello existen muchos factores que
inducen dafno hepatico, entre ellos se puede mencionar la pérdida de células
causadas por virus, enfermedades autoinmunes, toxinas, ingesta de alcohol, el
uso de farmacos como antiinflamatorios, anticonvulsivos, quimioterapia, asi como
resecciones de higado en pacientes con tumores primarios o metastasicos
(Michalopoulos, 2007).



El higado es una glandula central en el metabolismo intermediario debido a que
procesa y administra practicamente todos los nutrientes, y tiene la capacidad,
unica en su tipo, de regenerar hasta el 70% de su masa. Sin embargo, la
capacidad regenerativa presenta limites y es insuficiente en enfermedades
cronicas como en la hepatitis viral o en casos de ingesta de alcohol a largo plazo.
También lo es en cuadros clinicos causantes de cirrosis hepatica, caracterizada
por el reemplazo del epitelio funcional por tejido conectivo no funcional, lo cual

causa insuficiencia hepatica (Bohm et al. 2010).

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés)
esta asociada con obesidad y presenta gran prevalencia a nivel mundial. Su
importancia sanitaria deriva de que un porcentaje de los pacientes con NAFLD
progresan a esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, por sus siglas en inglés),
sindrome asociado con esteatosis hepatica y elevacion de acidos grasos libres,
cuyo mecanismo no ha sido posible dilucidar. Sin embargo se ha reportado que
los acidos grasos libres causan esteatosis y mejoran la expresion de dos efectores
apoptéticos: factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y Fas, de esta forma la
lipotoxicidad se ha relacionado con induccion de apoptosis y desarrollo de NASH
(Malhi et al. 2006).

Mitocondrias

Las mitocondrias ocupan una porcién sustancial del volumen citoplasmatico de las
células eucariontes y son los organelos generadores de energia quimica en forma
de moléculas de ATP. Se caracterizan por estar rodeadas por dos membranas y
poseer su propio material genético. La membrana interna mitocondrial forma
plegamientos, denominados crestas, que se proyectan dentro de la matriz
incrementando el area de la membrana interna mitocondrial. Caracteristica
distintiva de las mitocondrias es que estan bajo un control genético dual, tanto del
DNA nuclear como del DNA mitocondrial (O"Connor et al. 2010).



Las dos membranas mitocondriales estan altamente especializadas vy
desempefian funciones distintas; ambas forman dos compartimientos diferentes: la
matriz mitocondrial y el espacio intermembranal, cada uno con diferentes clases
de proteinas, algunas codificadas en el nucleo y otras codificadas en las
mitocondrias. En la membrana interna se encuentran proteinas involucradas con el
transporte de electrones y la sintesis de ATP. Esta membrana rodea la matriz
mitocondrial, donde se encuentran las enzimas que metabolizan el piruvato y los
acidos grasos para producir acetil-CoA, que sera oxidado a través del ciclo del
acido citrico (Alberts et al. 2008).

Acidos grasos

Los acidos grasos desempefan papeles cruciales en el metabolismo, son
componentes esenciales de todas las membranas y son reguladores genéticos.
Ademas, los lipidos de la dieta proporcionan acidos grasos poliinsaturados que
son los precursores de moléculas sefalizadoras como los eicosanoides. Como
parte de lipidos complejos, los acidos grasos funcionan como aislantes térmicos y

eléctricos que igualmente protegen mecanicamente- (Tabla 2) (Rustan et al. 2005).

Funciones de los acidos grasos

Fuente de energia (37 kJ g)

Forma transportable de energia, lipidos en la sangre (triacilgliceroles en las

lipoproteinas)

Almacenamiento de energia (en tejido adiposo y musculo esquelético)

Componente de las membranas celulares (fosfolipidos)

Senfalizacion (eicosanoides, regulacion de genes -transcripcion-)

Tabla 1. Funciones de los acidos grasos. Tomado de Rustan et al. 2005.




Los acidos grasos encontrados en el organismo proceden de diferentes fuentes: 1)
son ingeridos a través de la dieta, 2) proceden de la lipdlisis del tejido adiposo, o

3) son sintetizados de novo a través de la lipogénesis (Rustan et al. 2005).

Los lipidos de la dieta se encuentran como triacilgliceroles que son transformados
en micelas microscopicas por efecto de las sales biliares (moléculas anfipaticas
que funcionan como detergentes bioldgicos) para ser absorbidos, de esta forma se
convierten las grasas de la dieta en micelas mixtas de sales biliares y
triacilgliceroles. Las lipasas convierten los tricilglicéridos que componen las
micelas de triacilgliceroles a monoglicéridos y diglicéridos, acidos grasos libres y
glicerol, que difunden dentro de las células epiteliales, en donde son reconvertidas
en triacilgliceroles y almacenadas con colesterol de la dieta y proteinas especificas

formando agregados lipoproteinicos, llamados quilomicrones (Nelson et al. 2008).

En mamiferos, el exceso de acidos grasos es almacenado en el tejido adiposo
blanco, que funciona como suministro de lipidos para los tejidos periféricos. La
lipolisis es el proceso a través del cual los triacilgliceroles almacenados son
liberados por lipasas, formando acidos grasos libres y glicerol, que pasan a la
sangre donde se unen a la albumina y son transportados a musculo esquelético,
corazon, corteza renal, entre otros tejidos. En los tejidos, los acidos grasos son
disociados de la albumina y captados por los trasportadores de la membrana
plasmatica al interior de las células para servir como combustible (Nelson et al.
2008; Rustan et al. 2005).

La lipogénesis de novo convierte el exceso de carbohidratos en acidos grasos a
través del acetil-CoA y eventualmente en triacilgliceroles. Este proceso es activado
en primer lugar por la insulina secretada por el pancreas después de una comida

rica en carbohidratos (Rustan et al. 2005).



Caracteristicas de acidos grasos

Los acidos grasos tienen dos regiones quimicamente diferentes, una cadena
hidrocarbonada hidrofébica con poca reactividad quimica, y un grupo carboxilo (-
COOH), que en solucion se ioniza rapidamente, es altamente hidrofilico y muy
reactivo. La mayoria de los acidos grasos de una célula estan unidos de forma

covalente a otras moléculas por medio de su grupo carboxilo (Alberts et al. 2008).

Cada grupo en los extremos del acido graso recibe diferentes nombres, por un
lado el grupo metilo (al final de la molécula) se denomina como omega (w),
mientras en el otro extremo (el inicio de la molécula) el grupo carboxilo es
denominado carbono alfa (a) y el carbono siguiente es conocido como carbono
beta (B). Los acidos grasos se clasifican en dos grupos dependiendo de la
presencia de dobles enlaces en la cadena de carbono, de esta manera se tienen
acidos graso saturados e insaturados. Los acidos grasos saturados tienen sus
cadenas de carbono llenas (saturadas) de hidrogeno, se caracterizan por ser
lineales, por tener un alto punto de fusion, tener consistencia cerosa a temperatura
ambiente y por tener rotacion libre entre los enlaces C-C. Este hecho les confiere
gran flexibilidad y una gran capacidad de empaquetamiento, estableciendo
interacciones de van der Waals entre atomos a lo largo de la propia cadena y con
cadenas adyacentes. Entre los mas comunes se encuentran los que contienen

entre 12-24 atomos de carbono (Nelson et al. 2008; Rustan et al. 2005).

Los acidos grasos insaturados, tienen dobles enlaces en sus cadenas de carbono.
Son llamados monoinsaturados si tienen solamente una insaturacion (doble
enlace), mientras que los poliinsaturados tienen dos o mas dobles enlaces. Los
monoenos mas comunes tienen entre 16 y 22 atomos de carbono, y un doble
enlace cis, lo que significa que los atomos de hidrogeno en cada lado del doble
enlace estan orientados en la misma direccion, en oposicion a los dobles enlaces
trans, en donde los atomos de hidrégeno adyacentes se encuentran en lados

diferentes. La presencia de dobles enlaces restringe la movilidad entre los enlaces



C-C, determina su forma de empaquetamiento y su punto de fusién a temperatura
ambiente, siendo éste considerablemente mas bajo, por lo que los acidos grasos
insaturados se presentan como aceites a temperatura ambiente (Nelson et al.
2008; Rustan et al. 2005).

El acido graso saturado mas comun en los animales, plantas y microorganismos
es el acido palmitico (16:0), en humanos es el acido graso mas elevado en
pacientes con NASH y también es el mas utilizado en estudios de lipotoxicidad in
vitro. El acido estearico (18:0) es el principal acido graso en animales y en algunos
hongos y el menor componente en la mayoria de las plantas. El acido miristico
(14:0) esta ampliamente difundido, ocasionalmente como componente principal.
Los acidos grasos de cadena pequeia se encuentran principalmente en la leche y

en los triacilgliceroles de coco (Rustan et al. 2005).

Se ha establecido que la absorcion de acidos grasos por el parénquima y su
translocacién a través de la membrana celular, ocurre por difusién simple
(transporte pasivo) con una velocidad de absorcion determinada por la velocidad
de suministro de los acidos grasos (flujo sanguineo multiplicado por la
concentracion extracelular) y la velocidad del metabolismo intracelular de los
acidos grasos. Sin embargo, desde un punto de vista fisioldgico es preferible la
regulacion de la entrada de acidos grasos con la finalidad de establecer una
sincronizacion de la ingesta y las necesidades metabdlicas y, de esta manera,
evitar efectos daninos por el exceso y acumulaciéon de acidos grasos (Glatz et al.
2010).

En términos fisioldgicos, el control en la ingesta de los acidos grasos podria tener
como objetivos: 1) asegurar la ingesta cuando la concentracion extracelular es
baja; 2) limitar la ingesta cuando la concentracion es alta; 3) seleccionar acidos
grasos especificos; 4) permitir ajustes en el suministro de acidos grasos a nivel de
tejidos locales para satisfacer fluctuaciones de las demandas metabdlicas (Glatz et
al. 2010).
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La B-oxidacion es la principal forma de oxidacion de los acidos grasos para
generar energia, en especial cuando la disponibilidad de glucosa es baja durante
periodos de inanicién. Este fendbmeno se lleva a cabo tanto en mitocondrias como
en lisosomas; sin embargo, mientras que las mitocondrias son capaces de
catalizar los acidos grasos cortos (<Cs), medios (Cs-C12) y largos (C14-Cz20), los
peroxisomas preferentemente catalizan los acidos grasos de cadenas largas (Long
Chain Fatty Acids, LCFAs) y de cadenas muy largas (Very Long Chain Fatty Acids,
VLCFAS) (Reddy et al. 2001; Hashimoto et al. 1999; Nelson et al. 2008).

Se estima que en personas adultas, los acidos grasos y los cuerpos cetonicos,
derivados del metabolismo de los acidos grasos, proporcionan aproximadamente
el 80% de las calorias requeridas después de 24 h de inanicidon. Debido a que el
ayuno conduce a una dramatica deplecion de los carbohidratos como fuente de
energia, se requiere de una eficiente oxidacion de los acidos grasos como forma

de regulacion del metabolismo energético (Reddy et al. 2001).

Dindmica mitocondrial

La variabilidad morfolégica de las mitocondrias se conoce desde las primeras
descripciones realizadas en musculo por Von Kolliker en 1857, a quién se le
atribuye la designacion del nombre de sarcosomas. Estos organelos se
identificaron como compartimentos granulares citoplasmaticos con membranas
propias. Posterior a la descripcién inicial, fueron finalmente designadas por Benda
en 1898 como mitocondrias, derivado de las palabras Griegas mitos (que significa
hilo) y chondron (grano) (Liesa et al. 2009). No fue sino a partir de 1930 que éste

término se convirtié en el mas utilizado.

A principios del siglo XX los avances en microscopia y el desarrollo de cultivos
celulares permitieron las primeras observaciones confiables de los cambios en la

forma y la dinamica que presentaban las mitocondrias; no obstante, estas
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observaciones iniciales fueron eclipsadas por el descubrimiento, en la década de
1940-1950, de grandes avances en el campo de la bioquimica mitocondrial,
demostrandose la B-oxidacioén, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa (Liesa
et al. 2009).

En las fotografias clasicas tomadas con microscopio electrénico que aun se
encuentran en muchos libros de texto, se puede ver a las mitocondrias como
organelos solitarios en forma granular, imagen que se popularizé y se encuentra
en el imaginario cientifico referido a dichos organelos: sin embargo, la razén
principal es debido a que estas imagenes fueron en su mayoria tomadas
transversalmente (Westermann, 2002). Aunque generalmente es aceptado que las
mitocondrias juegan un papel central en la apoptosis, en la respuesta celular al
estrés, en el envejecimiento y en enfermedades hereditarias, es relativamente
reciente el punto de vista de que la regulacion de la morfologia mitocondrial juega
un papel central en la funcion celular (Shaw et al. 2002). Por esta razén constituye
un tema interesante de investigacion: los mecanismos por los que las mitocondrias

cambian de forma y como estos cambios interfieren en las respuestas fisiologicas.

Las mitocondrias son organelos dinamicos que pueden cambiar en numero y
forma dentro de una célula en diferentes etapas de su desarrollo. Como ejemplos
se pueden mencionar los cambios observados durante la embriogénesis, el ciclo
celular o bajo distintas condiciones de estrés, como es el caso de la formacion de
un fenotipo de pro-fusién observado en condiciones que incluyen la inhibicién de la
transcripcion/traduccién, radiacion UV o privacibn de suero y aminoacidos
(Galloway et al. 2012). Estos organelos frecuentemente se fisionan y fusionan,
formando redes tubulares en constante cambio, en donde la regulacién de la
dinamica mitocondrial es de crucial importancia para el funcionamiento de la célula
(Karbowski et al. 2003).

El mantenimiento de la morfologia mitocondrial esta dado por un balance entre los
eventos de fusion vy fision, relacionados de forma importante con los procesos de
regulacion de energia, complementacion genética del ADN mitocondrial vy

distribucion de componentes mitocondriales especiales como la cardiolipina; al
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mismo tiempo, los procesos de fision facilitan el transporte de mitocondrias a las
células hijas durante la mitosis y la meiosis (Hales, 2010). Por otro lado, los
desequilibrios en estos procesos pueden estar implicados en el desarrollo de

obesidad y en la resistencia a la insulina (Lionetti et al. 2014).

La disfuncion mitocondrial es caracteristica en la resistencia a la insulina y en la
enfermedad de higado graso no alcohdlico. En condiciones que involucran
resistencia a la insulina, ha sido reportado un deterioro en la oxidacion lipidica;
mientras que en la enfermedad de higado graso no alcohdlico, un flujo de lipidos
elevado estimula la oxidacion de las grasas, incrementando la produccion de
radicales libres de oxigeno. El dafio a la cadena de transporte de electrones puede
estar relacionado con una alteracion ultra-estructural, como ha sido encontrado en

individuos con esteatohepatitis no alcohdlica (Lionetti et al. 2014).

En células de mamifero estos organelos pueden formar redes interconectadas que
hacen mas eficiente la oxidacién de los sustratos, mientras que en la levadura S.
cerevisiae, se encontré6 que el numero de ramificaciones de las mitocondrias
depende de las condiciones de crecimiento y se incrementa cerca de cuatro veces
cuando la levadura crece en una fuente de carbono no fermentable (Karbowski et
al. 2003).

Por otro lado, un decremento en la conectividad y la formacion de mitocondrias
redondas y pequefias ocurre bajo condiciones en las que se compromete la
funcién mitocondrial. Bajo diferentes condiciones de crecimiento, la fision y la
fusidbn pueden cambiar, elevando o disminuyendo el numero de mitocondrias
(Karbowski et al. 2003; Hales et al. 2012).

Los eventos de fusion y fisibn no son procesos que se limiten a las mitocondrias,
ya que estan bien documentados en la endocitosis y en la formacion de vesiculas
en los diferentes compartimientos de las células eucariontes (Hinshaw, 2000).
Estos procesos son altamente regulados dentro de las células, puesto que no
encontramos fusiones y fisiones membranales realizadas descontroladamente de

uno a otro compartimento. Por lo que respecta a las moléculas encargadas de la
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fusién y fisibn mitocondrial, se han encontrado varias proteinas encargadas de
regular la morfologia de estos organelos. Los eventos de fusion son coordinados
por Mfn1 y Mfn2 (Mitofusinas 1y 2) y por la proteina OPA1 (Autosomal Dominant
Optic Artrophy-1), estas proteinas estan asociadas con la membrana mitocondrial
externa y la membrana mitocondrial interna, respectivamente. Por otro lado, los
eventos de fisidn son regulados por una proteina GTPasa de la familia de las
Dineinas llamada Dnm1 en levaduras y Drp1 (Dynamin-related protein 1) en
mamiferos. Otra proteina de la membrana mitocondrial externa que desempefia
una funcién esencial en completar la fisidon mitocondrial es llamada Fis1 (Fission 1
protein) (Lionetti et al. 2014; Karbowski et al. 2003; Westermann, 2002; Zorzano et
al. 2004; Liesa et al. 2009; Chan et al. 2006).

Se ha demostrado que la morfologia mitocondrial es de crucial importancia en el
funcionamiento celular adecuado, por ejemplo, en la esteatohepatitis no
alcohdlica, las mitocondrias muestran lesiones morfolégicas y disminucién de la
actividad de los complejos de la cadena respiratoria (Lionetti et al. 2014). Por otro
lado, se conoce que alteraciones en proteinas que participan en la dinamica
mitocondrial estan ligadas a patologias humanas, especialmente la disrupcion de
la maquinaria de la fusién conduce a enfermedades neurodegenerativas, clasicas.
Tal es el caso de una mutacion en el gen Mfn2, que causa una enfermedad
neurodegenerativa denominada enfermedad Charcot-Marie-Tooth tipo 2A; otra
mutacion en el mismo gen produce la atrofia 6ptica de Kjer (Autosomal Dominant
Optic Artrophy) (Baloh et al. 2007; Zhang et al. 2011).

Observaciones recientes indican que el metabolismo mitocondrial se puede
regular a través de la manipulaciéon de proteinas relacionadas con la dinamica
mitocondrial de fusion y fision, particularmente la Mfn2. Alteraciones en la
actividad de Mfn2, modifican la respiracion celular, la oxidacion de sustratos y la

fosforilacién oxidativa (Jesen et al. 2011; Shaw et al. 2002).

En el marco de las enfermedades hepaticas, como es el caso de NAFLD, no se
han encontrado factores involucrados en el desarrollo progresivo que puedan
derivar en NASH, fibrosis, cirrosis, o carcinoma hepatocelular; sin embargo, hay
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evidencias recientes que sugieren la particion de mitocondrias disfuncionales
durante los diferentes pasos que llevan de la obesidad al desarrollo de NASH
(Zhang et al. 2011).

Con la finalidad de evaluar los cambios en la morfologia y en la dinamica
mitocondrial, se realizd un estudio basado en el desarrollo de un modelo de
esteatosis hepatica en ratas: se administraron dos dietas altas en grasas, una
basada en manteca de cerdo y la otra en aceite de pescado. Los resultados
mostraron que la dieta con manteca de cerdo provocd la acumulacion hepatica de
lipidos y la resistencia a la insulina asociada a la disfunciéon mitocondrial, al estrés
oxidativo y a una morfologia mitocondrial fisionada; por otro lado la dieta alta en
aceite de pescado presentd efecto anti esteatdtico, asociado con incremento de la
fusion mitocondrial. Se concluyd que diferentes dietas altas en grasa tienen

diferentes efectos en la funcién y en la dinamica mitocondrial (Lionetti et al. 2014).

Por otro lado, Zhang et al. (2011) establecieron un modelo in vitro de esteatosis
hepatica a partir del cultivo de células HepG2 incubadas con una mezcla de acido
palmitico y acido oleico, observando que durante el establecimiento de la
esteatosis el mMRNA (ARN mensajero) de Mfn2 disminuyd significativamente, los
niveles de ATP bajaron y la red mitocondrial se mostré fragmentada en pequenas
esferas, al mismo tiempo que se incrementaron los Radicales Libres de Oxigeno
(ROS). También evaluaron el efecto de acidos grasos poliinsaturados omega 3
(acido eicosapentanoico y acido docosahexanoico) en las células esteatdticas,
mostrando que el mMRNA de Mfn2 fue significativamente mayor comparado con los
controles, asociado con un incremento en la produccion de ATP y una disminucion
en la producciéon de ROS, al igual que incremento en la longitud de los tubos

mitocondriales (Zhang et al. 2011).

Pese al conocimiento actual, el proceso completo de la fusion y la fisidn
mitocondrial no ha sido definido a fondo, debido, probablemente, a que los genes
que ejecutan y modulan esta actividad permanecen sin ser determinados. La
mayor parte de estos estudios se han hecho principalmente en levaduras y en

cultivos celulares de mamiferos. Por tanto, los patrones, la relevancia fisiolégica y
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su funcién en procesos como la lipotoxicidad o su participacion en el
desencadenamiento de condiciones patologicas en humanos o en tejidos o en

higados de roedores son entendidos precariamente o desconocidos.

Modelo de aislamiento y perfusion de higado de rata (IPRL)

Hace mas de cien afos Claude Bernard reportd, por primera vez, el uso del
modelo de aislamiento y perfusion de higado de rata (IPRL, por sus siglas en
inglés). Desde entonces, es utilizado como herramienta para explorar la fisiologia
del higado; de hecho, su utilidad es vigente a pesar de la disponibilidad de nuevas

técnicas para evaluar la funcion hepatica (Gores et al. 1986).

El IPRL esta ampliamente difundido en diferentes areas de la ciencia:
farmacologia, toxicologia, fisiologia y patofisiologia. Algunas areas de uso comun
son la evaluacion del dafo por isquemia-reperfusion, el metabolismo de los
compuestos perfusados, metabolismo de amonio y aminoacidos, la funcion
endotelial, el consumo de oxigeno, la sintesis de proteinas, etc. (Bessems et al.
2006).

Bessems et al. (2006) realizaron una revision centrada en las aplicaciones del
modelo en higados de rata, argumentando preferencias de tamano del animal,
adquisicién y mantenimiento baratos (Bessems et al. 2006). No obstante, el IPRL
se ha practicado en higados de diferentes especies de animales tales como
monos, hamsters, cobayos, gatos, conejos, perros, borregos, becerros y cerdos
(Gores et al. 1986).

Esta técnica es considerada como un modelo ex vivo diferente de estudios en
higado in vivo e in vitro. Frente a modelos in vitro (hepatocitos aislados, cortes de
higado) tiene como ventajas la preservacion de la arquitectura hepatica y la
polaridad, conservacidén de las relaciones naturales célula-célula, mantenimiento

de la integridad vascular y evaluacién del flujo biliar. En contraste con modelos in
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vivo, el IPRL evita la influencia de factores extra hepaticos tales como los
constituyentes de la sangre y las sustancias neuro-hormonales, permitiendo un
control preciso de las condiciones experimentales; ademas permite la facil
exposicion del higado a diferentes sustancias, asi como una evaluacion en tiempo

real del dafo (Gores et al. 1986; Ferrigno et al. 2013).

En nuestros experimentos, los animales fueron ayunados por 12 horas con la
intencidn de inducir rutas metabdlicas alternas que aseguran la captacion del
acido palmitico. Esta bien documentado que cuando el ayuno es prolongado los
procesos metabodlicos cambian, tanto cuantitativa como cualitativamente, y los
sustratos energéticos consumidos son modificados. En condicién de ayuno la
oxidacion de la glucosa, los acidos grasos no esterificados y cuerpos ceténicos, es
globalmente disminuida. De esta manera, después de la deplecién inicial del
glucégeno hepatico y muscular y la reduccion del catabolismo de las proteinas, la
glucosa plasmatica se mantiene por la gluconeogénesis, proceso que depende
principalmente del catabolismo del musculo y tejido adiposo. Subsecuente a este
proceso, se reducen y se prioriza la lipdlisis, la gluconeogénesis y la cetogénesis
(Albero et al. 2004). La importancia del ayuno radica en “programar” una ruta
metabdlica que priorice la asimilacion de los acidos grasos por parte del higado,
facilitando la captacion del acido palmitico utilizado como tratamiento en la

perfusion.
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Hipotesis

Las proteinas implicadas en la dinamica mitocondrial (Mfn1, Mfn2, Opa1 y Fis1)
modifican su expresién en respuesta a altas concentraciones de acido palmitico.
Asi, la lipotoxicidad modificara los procesos de fisién/fusion mitocondrial, que
pueden disminuir la expresion de las proteinas relacionadas con la fusion (Mfn1,

Mfn2 y Opa1) y aumentar la expresion de la proteina (Fis1) implicada en la fision.

Objetivo General

Determinar el efecto del acido palmitico administrado ex vivo sobre la expresion de

proteinas Mfn1, Mfn2, Opa1 y Fis1, implicadas en la dinamica mitocondrial.

Objetivos especificos

e Estandarizar el modelo de aislamiento y perfusion de higado de rata.

e Analizar la expresion de las proteinas hepaticas Mfn1 y Mfn2, Opa1 y Fis1
con diferentes concentraciones de acido palmitico.

e Analizar los cambios en la permeabilidad mitocondrial por la liberacion de

transaminasas TGO y TGP en el perfusado.
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Metodologia

Animales

Se utilizaron 9 ratas macho Wistar con un peso entre 250-290g. Las ratas se
dividieron en tres grupos (3 ratas cada grupo). Posterior al ayuno de 12 horas se

realizo la intervencion quirurgica.

Grupos Experimentales

Los grupos experimentales fueron divididos como sigue: grupo control vehiculo
(CGV), donde el higado fue perfundido con una mezcla de los solventes, albumina
y amortiguador Ringer-Krebs (pH 7.4) sin acido palmitico; grupo con 15 mg de
acido palmitico (GAPA15) y grupo con 50 mg de acido palmitico (GAPA50).

Preparacién del acido palmitico

El acido palmitico se solubilizé6 con 1 ml. de dimetil sulféxido (DMSO) y 1 ml. de
butanol, posteriormente se agregaron 3 ml. de agua y se agité por 1 min. Después
de solubilizar se agregaron 10 ml de albumina sérica de bovino y 35 ml de una

mezcla de amortiguador Krebs-Ringer (pH 7.4).
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Perfusidon de higado

Las ratas se anestesiaron con una dosis i.p. de pentobarbital sédico (dosis de 25
mg/kg), para realizar laparotomia y canulacion por la vena porta hepatica con un
catéter 18GA, procediendo al corte de la vena cava superior para drenar el
sistema vascular. El higado se aislo y se lavo por 20 minutos con amortiguador
salino de bicarbonato Krebs-Ringer con 5 mmol de glucosa, la solucion se oxigeno
con una mezcla de carbdégeno (02 95%, CO2 5%) y se calentd a 37°C; finalmente,
el higado se disectd y se montd en el sistema de perfusién. Los higados de los
grupos experimentales fueron perfundidos con diferentes cantidades de acido
palmitico durante 90 minutos, manteniendo un flujo constante de 1.5 ml/min/g de
higado, a 37°C y un pH de 7.4.

Transaminasas (TGO y TGP)

Durante el experimento se tom6 cada 10 minutos una muestra del perfusado para
analizar la liberacion de enzimas transaminasas TGO y TGP, por el método de
Bishop et al. 1985.

Western Blot

Al término de la perfusion, el higado se fracciond sub-celularmente por
centrifugacion diferencial para recuperar la fraccion mitocondrial. Las proteinas
mitocondriales fueron solubilizadas en frio con una mezcla de Nonidet 40 al 0.1%
lauril maltésido al 0.5%. en amortiguador de HEPES pH= 7.0. Se cuantifico la
concentracion de proteinas por el método de Bradford modificado y se analizé la
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expresion de las proteinas Mfn1, Mfn2, Opa1 y Fis1 por el método de Western

Blot, como a continuacién se describe.

Se cargaron 25ug de proteina mitocondrial por carril, que fueron separadas por
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en un gel al 10% de
acrilamida, utilizando una curva de voltaje creciente (60-110 V); al término, las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore, Amersham)
usando amperaje constante de 250mA, por 2 h. a 4°C, después se bloquearon los
sitios inespecificos con amortiguador de caseina 1%-gelatina 0.3% en PBS-Tween
20 al 0.3% por 2 h. a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron, Mfn1, Mfn2, Opa1, Fis1 (Santa Cruz Biotechnology, CA). Finalmente, las
proteinas fueron detectadas con un sustrato quimioluminiscente (Millipore,
Amersham). El analisis densitométrico se realizd con el fotodocumentador Gel Doc
EZ vy el software Image Lab 5.1 (Bio-Rad, CA).

Andlisis histologico

Los higados se fijaron con p-formaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos
(fosfato mono-basico de potasio 80mM, fosfato dibasico de potasio 20mM, pH
7.2). Posteriormente el tejido se deshidraté con tren secuencial de etanol, se
incluyé en parafina, se realizaron cortes de 10um vy tifieron con hematoxilina y

eosina (HE). La observacion se realizé con microscopio optico.
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Resultados

Histologia

Con la finalidad de determinar si el acido palmitico administrado en la perfusion
fue captado por los hepatocitos, se realizé histologia y tincion con H&E. El
GAPA50 mostro el puntilleo caracteristico de esteatosis hepatica, mientras que el
GCV a pesar de tener la morfologia caracteristica de un érgano perfundido, no
muestra el puntilleo caracteristico de esteatosis.

Imagen 1. Microfotografia histolégica con microscopio 6ptico, tincion H&E, Grupo GCV. La
anatomia de los hepatocitos no presenta alteraciones, son facilmente observables los espacios
sinusoidales un poco mas amplios caracteristicos de un higado perfundido; también se pueden
observan algunas vascularizaciones libres de eritrocitos igualmente caracteristicas de un 6rgano
perfundido; el citoplasma no presenta ningin tipo de acumulacion. H: Hepatocito; V:
Vascularizacion; ES: Espacio Sinusoidal. Magnificacion 40X.
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Imagen 2. Microfotografia histolégica con microscopio 6ptico, tincion H&E, Grupo GAPASOQ. La
anatomia de los hepatocitos presenta alteraciones citoplasmaticas; se observa un puntilleo
blanquecino en el citoplasma que sugiere el ingreso del acido palmitico dentro de las células. Se
observan los espacios sinusoidales un poco mas amplios caracteristicos de un higado perfundido;
se observa la vena central libre de eritrocitos, caracteristico de un érgano perfundido. H:
Hepatocito; CV: Vena Central; ES: Espacio Sinusoidal. Magnificaciéon 40X.

Western Blot

El tratamiento con 50 mg de acido palmitico (GAPA50) incrementé de forma
significativa la expresion de la proteina Mfn1 en mitocondria con respecto al grupo
control (GCV), elevandose mas de tres veces. GAPA50 también presentd
diferencias significativas en la expresién de Mfn1 en el grupo tratado con la dosis
de 15 mg de acido palmitico (GAPA15). La elevacién de la expresion de Mfn1
mitocondrial en el grupo GAPA15 se elevd sobre el control, sin encontrar
diferencias significativas. Todo lo anterior ocurrié después de perfundir los higados

por 90 minutos con los tratamientos (Grafica 1).
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Grafica 1. Analisis densitométrico de Mitofusina 1 mitocondrial. Se observa el efecto del acido
palmitico sobre la expresion de la Mfn1 en fraccion mitocondrial hepatica de animales ayunados.
La gréfica corresponden al promedio del andlisis densitométrico * error estandar. Los valores del
control para la Mfn1 son 8866 (UDO/mm?). * p<.05 respecto a GCV. ** p<.05 respecto a GAPA15.

La expresion de Mfn2 en los grupos con tratamiento de acido palmitico (GAPAS0 y
GAPA15) presento valores que se elevaron por lo menos 3 veces sobre el control,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa con respecto al control. Los
grupos tratados con acido palmitico (GAPA50 y GAPA15) presentaron una
expresion similar de Mfn2. A pesar de que la expresion fue ligeramente mayor en
el GAPA50 con respecto al GAPA15, no existieron diferencias estadisticamente

significativas entre estos grupos (Grafica 2).
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Gréfica 2. Anadlisis densitométrico de Mitofusina 2 mitocondrial. Se observa el efecto del acido
palmitico sobre la expresion de la Mfn1 en fraccion mitocondrial hepatica de animales ayunados.
La gréfica corresponden al promedio del andlisis densitométrico + error estandar. Los valores del
control para la Mfn2 son 11153 (UDO/mm?2). ). * p<.05 respecto a GCV.

La expresién de la proteina OPA1 mitocondrial fue mayor en el grupo control
(GCV), decreciendo ligeramente en el grupo GAPAS0 y disminuyendo aun mas en
el grupo GAPA15; las diferencias entre los tres grupos no son estadisticamente
significativas. Es posible observar que los tratamientos con acido palmitico no
interfieren con el aumento o disminucién significativa de la expresion de esta

proteina durante los 90 min de la perfusion (Grafica 3).
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Grafica 3. Analisis densitométrico de Opa1 mitocondrial. Se observa el efecto del acido palmitico
sobre la expresion de la OPA1 en fraccién mitocondrial hepatica de animales ayunados. La grafica
corresponden al promedio del analisis densitométrico + error estandar. Los valores del control para
la Opa1 son 41456 (UDO/mm?).

Los valores mas altos en la expresiéon de la proteina Fis1 se presentaron en el
grupo con tratamiento de acido palmitico GAPA50, mientras que en el grupo
GAPA15 estuvieron ligeramente por debajo. El incremento de ambos grupos con
tratamiento de acido palmitico no fue mas de 0.5 veces sobre el control, por lo que
los valores de expresion de Fis1 mitocondrial no se modificaron en ninguno de los

grupos experimentales, como puede verse en la grafica 4.
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Grafica 4. Anadlisis densitométrico de Fis1 mitocondrial. Se observa el efecto del acido palmitico
sobre la expresion de la Fis1 en fraccion mitocondrial hepatica de los animales ayunados. La
grafica corresponden al promedio del analisis densitométrico + error estandar. Los valores del
control para Fis1 son 17035 (UDO/mm?).

Transaminasas

Proteinas

La cuantificacion de proteinas en el perfusado se realizé con la finalidad de
conocer la cantidad de proteina liberada por los hepatocitos durante la perfusion y

ajustar los datos con la liberacién de las transaminasas.

La cantidad de proteina del grupo GAPAS5O liberada en el perfusado fue mas alta
que en los grupos GAPA15 y GCV, a lo largo de 70 min del experimento,

elevandose 5 veces sobre el control. Los grupos GAPA15 y GCV presentan
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incremento similar en la liberacién de proteina a lo largo de todo el experimento,
exceptuando el punto inicial, donde el GCV inicia con una liberacion de proteina
menor que GAPA15. A partir de los 80 min los tres grupos casi igualan la

liberacion de proteina al perfusado (Grafica 5).
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Gréafica 5. Cuantificacion de proteina liberada por el higado al perfusado (miligramos). La
cuantificacion se realizé con una muestra del perfusado obtenido cada 10 minutos durante los 90
minutos del experimento. Se muestran los tres grupos experimentales.

TGP

TGP esta presente en el citoplasma de los hepatocitos y en muy bajas
concentraciones en otros oOrganos, su presencia en la sangre se relaciona

especificamente con dano hepatico debido a la ubicacion especifica de la enzima.

En el GCV se presento el nivel mas bajo de liberacion de TGP en los primeros 10
minutos del experimento, pero la liberacion aumentd progresivamente hasta
alcanzar un valor de 4.5 U/dl en el minuto 90. El grupo con mayor cantidad
administrada de acido palmitico, GAPAS0, liberé visiblemente mas TGP al
perfusado durante 80 minutos y cayd abruptamente en la ultima medicion. El
grupo GAPA15 presentd oscilaciones que no muestran un patréon constante en la
liberacion de TGP, ya que inicialmente la liberacion de esta transaminasa fue alta
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y mayor que en los otros dos grupos experimentales, por encima de 5 U/dl y
disminuydé en el minuto 30, en donde se estabilizd y se elevo tan solo media
unidad por arriba de los valores del GCV; sin embargo, al minuto 70, se observé
una caida abrupta hasta 2 U/dl, menor al CGV y al GAPAS5O0.
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Figura 7. Liberacién de Transaminasa Glutamico Piravica (TGP) por grupo experimental. Se
muestran los valores de liberacion de la enzima cuantificados a intervalos de 10 minutos a lo largo
de los 90 minutos del experimento.

TGO

TGO se encuentra en el citoplasma y en mitocondrias de diferentes tejidos
incluyendo higado, corazéon, musculo esquelético, rinones, cerebro, pancreas,
pulmones, células blancas y rojas. Debido a su amplia distribucién en los érganos,
su liberacion en plasma no se considera especifica de dafo hepatico; sin
embargo, su utilidad resulta de gran importancia predictiva en clinica cuando se

obtiene el cociente resultante de TGO/TGP.

Con respecto a TGP, los niveles de TGO son mayores, lo que indica mas
liberacion de esta enzima por el higado en perfusion. TGO se considera como no
especifica de dano hepatico; sin embargo, dado que nuestro modelo es el higado

aislado, no cabe duda que la liberacion de esta enzima la realiza el higado. El

29



grupo GCV tuvo un patron de liberacion basal durante los 90 minutos del
experimento sin elevaciéon ni decremento bruscos, e inicid con liberacion en los
primeros 10 minutos de 1 U/dl y terminé con liberacion cercana a las 6 U/dl. El
GAPAS50 inicié con una liberacion de 10 U/dl que se incrementdé a lo largo del
experimento, hasta el minuto 70 donde alcanzé6 30 U/dl; en ese punto, el patrén de
incremento que tenia TGO descendié bruscamente y comenzé a oscilar. El Grupo
GAPA15, no mostré un patron definido de liberacion de TGO, ya que inicio con 21
U/dl en los primeros 10 minutos de perfusién (10 y 20 veces mayor que en los
grupos GAPA50 y GCV, respectivamente); a los 30 minutos, la TGO disminuy6 su
liberacion minimamente por encima del control, se estabilizé durante los siguientes
30 minutos y hasta el minuto 60 comenzd a oscilar. Pese a este patron, la

liberacién de TGO durante todo el experimento fue mayor que el control.
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Gréfica 6. Liberacion de enzima Transaminasa Glutamico Oxalacética (TGO) por grupo de estudio.
Se muestran los valores de liberacion de la enzima cuantificados a intervalos de 10 minutos, a lo
largo de los 90 minutos del experimento. La liberacién de TGO mantiene una tendencia basal a lo
largo de los 90 minutos en el grupo GCV, contrastando con los grupos experimentales. El grupo
GAPAS5Q se eleva constantemente hasta los 70 min donde comienza a oscilar.
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Cociente TGO/TGP

El cociente TGO/TGP es util en clinica para orientar sobre algunas patologias, por
ejemplo TGO/TGP < 1 indica muy probablemente hepatitis virica, mientras que
TGO/TGP > 4 sugiere fallo hepatico agudo (Alvarez-Martinez et al. 2005).

En la grafica del cociente de transaminasas (Grafica 8), el grupo control se
mantuvo ligeramente por encima de los valores reportados como indicadores de
dafio hepatico (Alvarez-Martinez et al. 2005) a lo largo de los 90 minutos de
perfusion; esto quiere decir, por encima de 1.2 y 2.6, valores clinicos
correlacionados con cuadros de hepatitis viral que no sobreviven. Reportes
clinicos de los niveles de transaminasas indican que un valor del cociente mayor a
4 sugiere dafo hepatico agudo (Garcia et al. 2010); nosotros observamos que el
grupo experimental GAPA15 varia ligeramente alrededor de 4, aunque presento
oscilaciones abruptas a partir de los 70 minutos. Por su parte el grupo GAPA50
inicia con valores menores a 4 pero se eleva hasta mas de 6 en el minuto 60, en
donde, al igual que el grupo GAPA15 presenta oscilaciones; sin embargo, fue
clara la tendencia hacia los 70 minutos de un incremento en la liberacion de

enzimas, que fue mas agudo en el grupo GAPAS50.
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Grafica 8. Cociente TGO/TGP por grupo experimental. Se muestra los cocientes obtenidos por la
division entre los valores de TGO y TGP por cada 10 minutos a lo largo de los 90 minutos del
experimento. Tipicamente estos valores son un indicativo clinico de dafio hepatico segun valores
estandarizados.

Discusioén

Este proyecto exhibe el impacto que tiene una sobrecarga de grasa administrada
directamente al higado en condiciones ex vivo, con la finalidad de mostrar el
comportamiento de las mitocondrias a través de la expresion de las proteinas
involucradas en la dinamica mitocondrial de fusion vy fisién. Mediante los trabajos
histolégicos, se demuestra que el acido palmitico es captado por los hepatocitos,
lo que resulta en una acumulacion de gotas de grasa en los higados perfundidos
con acido palmitico, esto se ha observado en otros modelos de estudio de
consumo de grasa in vivo o de cultivo celular in vitro (Lionetti et al. 2014; Zhang et
al. 2011). La acumulacion de grasa es caracteristica del cuadro clinico de la
enfermedad de higado graso no-alcohdlico (NAFLD) y se presenta en individuos
que no consumen cantidades significativas de alcohol y que no tienen
enfermedades virales, congénitas o autoinmunes del higado, igualmente estudios
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indican que NAFLD estda fuertemente asociada con sindrome metabdlico,

especialmente con obesidad (Nassir et al. 2014).

De la misma forma, los grupos a los cuales se les administré el acido palmitico
tuvieron mayor liberacion de transaminasas, resultados que concuerdan con los
datos clinicos pues las transaminasas son liberadas a la sangre en grandes
cantidades cuando hay dafo a la membrana del hepatocito, aumentando su
permeabilidad (Garcia et al. 2010). Se ha demostrado que cuadros de esteatosis
hepatica elevan la concentracion de las transaminasas en sangre, lo que
concuerda con la entrada de grasa que se observé en los mismos grupos
experimentales en los cortes histologicos (Alvarez-Martinez et al. 2005), también
se ha demostrado que los acidos grasos son altamente téxicos (Malhi et al. 2006),
razon por la cual es comprensible que los higados perfundidos con acido palmitico
generen una mayor concentracion de transaminasa en el perfusado. Por otro lado,
investigaciones afirman que los cambios en la liberacion de las transaminasas
estan relacionados con la presion hemodinamica ejercida por la perfusion, lo que
indica que no necesariamente su liberacion es indicativa de dafo al tejido hepatico
(Diaz-duarez et al. 2011). Por nuestra parte, la velocidad de perfusion que
utilizamos en los experimentos se encuentra en el rango de flujo normal hepatico
mas ampliamente utilizada en la bibliografia, la cual esta ajustada al nivel

fisiolégico (Bessems et al. 2013; Ferrigno et al. 2014).

Por otro lado, derivado de los experimentos con Western Blot, se observd
expresion diferencial de las proteinas implicadas en la dinamica mitocondrial. En
los grupos a los que se les administré acido palmitico (GAPA50 y GAPA15), la
expresion de las proteinas de la fusion mitocondrial (Mfn1 y Mfn2) se incremento,
con excepcion de Opal que no tuvo diferencias significativas con el control;
mientras que en la proteina de fisién Fis 1, tampoco tuvo diferencias significativas.
Los resultados obtenidos de los grupos administrados con &cido palmitico
sugieren, en conjunto, un cambio en la morfologia mitocondrial hacia el estado de
pro-fusion, relacionado con formacion del reticulo mitocondrial. Debe tomarse en

cuenta que los cambios en la funcidn mitocondrial estan asociados con cambios
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en la morfologia mitocondrial, en respuesta a la demanda energética o cambios
ambientales (Galloway et al. 2013), por lo que es necesario analizar la funcién
mitocondrial para conocer si la expresion de las proteinas de fusidon se relacionan

con una funcién mitocondrial eficiente.

La observacion mas importante de nuestro trabajo fue que las concentraciones
administradas de acido palmitico aumentan significativamente la expresion de
Mfn1 y Mfn2, asi como la liberacién de transaminasas en 90 minutos de perfusion,
constituyendo la primera evidencia de que un acido graso puede modificar la
expresion de las proteinas implicadas en la formacion de redes mitocondriales en
el higado en perfusion en cuestion de minutos. Por otro lado, el resultado obtenido
no concuerda con los antecedentes reportados en investigaciones anteriores en
donde se analiza la dinamica mitocondrial. Estudios con modelos de dieta alta en
grasas in vivo (Lionetti et al. 2014) y estudios in vitro de sobrecarga de acidos
grasos (Zhang et al. 2011) muestran que los tratamientos altos en grasa
disminuyen la expresion de las proteinas de la fusién (Mfn 1 y 2) e incrementan la
expresion de las proteinas de fision (Fis 1 y Drp 1). Estos resultados demuestran
que cuando la expresion de la Mfn2 es significativamente inhibida, la red
mitocondrial se fragmenta en pequenos 6valos o esferas, disminuyendo la tasa de
oxidacion de sustratos y la sintesis de ATP; estas alteraciones estructurales en la
organizacion mitocondrial, son consideradas actualmente como un factor
relacionado con el desarrollo de sindrome metabdlico y obesidad (Chen et al.
2005; Lionetti et al. 2014; Zhang et al. 2011).

Este estudio tiene como limitante que los resultados obtenidos ex vivo no pueden
ser comparados con los resultados obtenidos in vivo e in vitro, pero de ahi la
novedad de realizar el estudio de la dinamica mitocondrial utilizando el modelo de

aislamiento y perfusién de higado de rata.

Existen reportes que dan evidencia de que un funcionamiento defectuoso de Mfn2
puede contribuir al dafio en la funcién mitocondrial (Chen et al. 2005; Bach et al.
2003); ademas, como se ha mencionado arriba, una disminucion de la expresiéon

de Mfn2 esta ligada a experimentos con dietas altas en grasas y a experimentos in
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vitro con sobrecarga de acidos grasos. Por otro lado, otros reportes muestran que
una sobreexpresion de Mfn2 se presenta en condiciones de buen funcionamiento
mitocondrial y una eficiente tasa de oxidacién de acidos grasos (Chen et al. 2005;
Jesen et al. 2011; Shaw et al. 2002). Basados en nuestras observaciones,
proponemos que la exposicion al acido palmitico, en el higado en perfusion,
incrementa significativamente la expresion de Mfn1 y Mfn2 como consecuencia de
una respuesta homeostatica a la oxidacion de la grasa administrada durante 90
minutos de perfusion. Aqui, el ayuno indujo en estos animales la ruta metabdlica
de oxidacién de acidos grasos que promovio que la grasa administrada ex vivo
sea oxidada de manera mas eficaz en los primeros minutos de su exposicion al
higado, antes de causar dafio hepatico y disminuir la expresion de Mfn1 y Mfn2,
como ocurre en otros modelos experimentales de duracién prolongada. En apoyo
a esta hipdtesis realizamos experimentos similares en los que no se ayuno a las
ratas y en donde la expresion de la Mfn1 es significativamente inferior al control
(datos no mostrados), por lo que proponemos que el ayuno es condicion
imprescindible en los primeros momentos de la exposicion a la grasa para que los
mecanismos homeostaticos, relacionados con la expresion de las Mfn1 y Mfn2,

promuevan una mayor fusion mitocondrial y una mejor oxidacion de sustratos.

No es sorprendente que el higado cuente con mecanismos homeostaticos que
permitan responder inmediatamente a los cambios ambientales; prueba de ello es
la capacidad que tiene el higado de metabolizar sustancias téxicas que entran al
organismo después de la ingesta de alimento, constituyéndose como una de las

primeras barreras en contra de sustancias peligrosas.

Esta adaptacion funcional en las mitocondrias podria proteger contra los dafos
iniciales producidos por él acido palmitico, en los primeros momentos de la
perfusiéon, funcionando como un mecanismo de oxidacion de grasa que evita la
acumulacién en los primeros minutos de la exposicion al higado en perfusién. Esto
requeriria una adaptacion morfoldgica de las mitocondrias y una mayor expresion
de mitofusinas para formar reticulos capaces de oxidar de forma mas eficiente las

grasas, y de esta manera podria explicarse la elevacion de las mitofusinas en 90
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minutos de perfusidon en este modelo ex vivo, a diferencia de los modelos in vivo e

in vitro que son modelos que requieren mas tiempo de experimentacion.

La mayoria de los modelos de investigacion en animales se realizan una vez que
la enfermedad esta totalmente establecida, con lo cual se describen las
alteraciones asociadas con la enfermedad en dicha etapa. Sin embargo, también
es relevante estudiar la respuesta inicial y los cambios fisiolégicos que pueden

ocurrir en las primeras etapas del desarrollo de una enfermedad.

Poussin et al. (2011) realizaron un estudio comparativo con ratones A/J y
C57B1/6G los cuales son resistentes y sensibles al desarrollo de esteatosis y
obesidad, respectivamente. Este grupo de investigacidén administré una dieta alta
en grasas y analizé en diferentes tiempos el desarrollo de patologias asociadas a
su consumo. Sus resultados muestran que los ratones A/J presentan sobre
regulacion transitoria y coordinada de 13 genes relacionados con la fosforilacién
oxidativa, fendbmeno que no se presentaba en los ratones C57B1/6J. Analisis
bioquimicos confirmaron que en los ratones A/J alimentados con la dieta alta en
grasas se incremento la respiracion mitocondrial, mostrando igualmente que esta
no estaba acoplada a la produccién de ATP. En contraste, en los higados de los
ratones C57B1/6J no hubo cambios en la velocidad de la respiracion ni
desacoplamiento, lo que probablemente es crucial para el desarrollo de esteatosis.
Colectivamente, sus resultados sugieren que la resistencia que presentan los
ratones A/J al desarrollo de esteatosis esta asociada con una respuesta
adaptativa, que se manifiesta como una adaptacion transitoria de la fosforilacion
oxidativa, lo que demuestra la flexibilidad en la expresiéon de los genes
relacionados con la fosforilacidon en respuesta de un incremento agudo del
consumo de energia. Este aumento en la fosforilacion oxidativa proporciona un
medio para aumentar el gasto de energia e incrementa la disipacién a través del
desacoplamiento mitocondrial. Esta respuesta puede proteger contra los efectos
deletéreos iniciales de la ingesta de dietas altas en grasas a través del incremento

en la disipacién de energia y la disminucion de la produccion de ROS. Esto es
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parte de una respuesta protectora global de los higados de los ratones A/J a la

dieta alta en grasas (Poussin et al. 2011).

En otra investigacién, Hall et al. (2010) demostraron las adaptaciones que
presentan los ratones A/J y C57B1/6J a una dieta alta en grasas, identificando un
incremento rapido y coordinado en la expresion de 10 genes peroxisomales, una
elongasa microsomal (Elovl5) y dos desaturasas microsomales (Fads 1 y Fads 2),
lo que esta asociado con incremento en la B-oxidacion. Como consecuencia, en
los higados de los ratones A/J hay una rapida adaptacion de muchas rutas
metabdlicas a la ingesta de dieta alta en grasas: incremento en la -oxidacién
peroxisomal, incremento en la fosforilacibn oxidativa y desacoplamiento
mitocondrial, lo cual de forma global muestra la resistencia a la esteatosis inducida
por dieta alta en grasa en higado de ratones A/J. Esto indica una posible
proteccion contra el desarrollo de obesidad por medio de una rapida adaptacion de
multiples rutas metabdlicas que protegen al higado contra una sobre carga toxica
de lipidos (Hall et al. 2010).

Estos estudios sugieren la habilidad que tienen las células para adaptarse
rapidamente a los cambios en la disponibilidad de nutrientes, poniendo de
manifiesto que es un aspecto importante en la respuesta protectora al estrés
metabdlico. La flexibilidad metabdlica (Poussin et al. 2011) es la capacidad de los
organos para adaptar rapidamente sus rutas metabdlicas y prevenir la generacion
de metabolitos dafinos que, a través del tiempo, pueden acumularse provocando
condiciones patoldgicas y es un aspecto importante para comprender el desarrollo
a largo plazo de enfermedades metabdlicas, ya que pueden estar asociadas con la

falta de adaptacién a un cambio crénico en la disponibilidad nutrientes.

Sugerimos que los resultados de nuestra investigacion apuntan a una adaptacion
fisiolégica de las mitocondrias hacia la morfologia de pro-fusién que se da en los
primeros momentos de la administracion aguda de acido palmitico. Sin embargo,
muchas preguntas derivan de esta investigacion que estan encaminadas a

complementar y a avanzar en la hipétesis postulada.
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Conclusion

El modelo de aislamiento y perfusion de higado de rata (IPRL) es una herramienta
que ha sido utilizada para explorar la fisiologia del higado. En esta investigaciéon
utilizamos el IPRL como modelo experimental, con la finalidad de conocer el
patrén de las proteinas implicadas en la dinamica mitocondrial al administrar acido
palmitico por 90 minutos. Los resultados obtenidos demuestran que se genera un
cuadro de esteatosis en los hepatocitos, la liberacion selectiva de las
transaminasas y, lo mas importante, que el acido palmitico aumenta
significativamente la expresion de Mfn1 y Mfn2, constituyendo la primera evidencia
de que un acido graso puede modificar la expresion de las proteinas implicadas en
la fusion mitocondrial en 90 minutos de perfusion. Esto sugiere que el acido
palmitico en el higado en perfusion incrementa las proteinas implicadas en la
fusion mitocondrial, como consecuencia de una respuesta homeostatica a la
oxidacion de la grasa, en donde el ayuno previo programa rutas metabdlicas que
promueven que la grasa administrada ex vivo sea oxidada de manera mas eficaz

en los primeros minutos de su exposicion al higado.

Perspectivas

Este estudio tiene mas preguntas formuladas que respuestas contestadas. Es una
nueva aproximacion al estudio de la dindmica mitocondrial que debe ser analizado
desde varias perspectivas. Una de las mas importantes es conocer si la
administracién de acidos grasos insaturados tiene un efecto contrario sobre la
expresion de las proteinas implicadas en la fusion vy fision mitocondrial, como se

ha demostrado en modelos in vitro.
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