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Abreviaturas.

e AAD: Asociacion Americana de Diabetes

e ABS: albumina de suero bovino

e ACC: acetil-CoA carboxilasa

e Acil-CoA: acil coenzima A

e ACLY: ATP-citrato liasa

e AGNE: acidos grasos no esterificados

e AGPAT: acil-CoA:1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa
e AIlF: factor inductor de la apoptosis

e ALCATZ: lisocardiolipina aciltransferasa 1

e ALP: acido lisofosfatidico (ALP)

e AMPK: proteina cinasa activada por monofosfato de adenosina
e ANT: translocador de nucleotidos de adenina

e AP: acido fosfatidico (AP)

e APAF-1: factor activador de la peptidasa apopt6tica 1
e ASB: albumina de suero bovino

e ATP: adenosin trifosfato

e Bcl-2: proteina reguladora del linfoma de células B-2
e  BHT: butil-hidroxil-tolueno

e C14: 04CL: tetra-meristoil cardiolipina

e C16:0: acido palmitico

e C16:1: 4cido palmitoleico

e (C17:0: &cido heptadecanoico

e (C18:1: &cido oleico

e (C18:2: &cido linoleico

e (C20:4: 4cido araquidonico

e CAD: DNAasa activada por caspasa

e CARD: dominio de reclutamiento de caspasas

e CDP-DAG: citidina difosfodiacilglicerol

e ChREBP: proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos
e  Cit-b: citocromo b

e  cCit-c: citocromo ¢

e cit-cl: citocromo cl

e CL: cardiolipina

e CLS: cardiolipina sintasa

e CoA: coenzima A

e CPT1: carnitina palmitoiltransferasa-1

e CPT2: carnitina palmitoiltransferasa-2

e CR: control respiratorio

e CRC: capacidad de retencion de calcio

e CsA: ciclosporina A

e CTE: cadena de transporte de electrones

e  CypD: ciclofilina D

¢ DAG: diacilglicerol

e DD: dominio de muerte

e DE: desviacion estandar

e DGAT: diacilglicerol aciltransferasa

e DIABLO: proteina de union directa a IAP con bajo pl
e DISC: complejo de sefializacion de muerte

e EE: error estandar

e EHGNA: enfermedad del higado graso no alcohdlico
e EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica



EIM: espacio intermembranal

ERO: especies reactivas del oxigeno

ESI: ionizacion por electropulverizacion

FADD: proteina FAS asociada a un DD

FADH:2: dinucleétido adenina de flavina

FAS: sintasa de acidos grasos

Fe?*: hierro reducido

Fe®*: hierro oxidado

FID: Federacion Internacional de Diabetes

FMN: mononucleétido de flavina

GLUT2: transportador de glucosa 2

GPAT: sn-1-glicerol-3-fosfato aciltransferasa

H202: peroxido de hidrogeno

HDL: lipoproteina de alta densidad

HGNA: higado graso no alcohélico

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion
HSL: lipasa sensible a hormona

ICAD: Inhibidor de la Desoxiribonucleasa Activada por Caspasas
IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina 1
IMC: indice de masa corporal

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
IR: receptor de insulina

IRR: receptor relacionado con el receptor de insulina
IRS-1: sustrato del receptor de insulina

JNK: la cinasa N-terminal c-Jun

LCAD: Acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga
LPA: acido lisofosfatidico

MAPK / ERK 1/2: cinasas activadas por mitdgeno
MEM: membrana externa mitocondrial

MIM: membrana interna mitocondrial

MLCL: monolisocardiolipina

MLCLAT1: monolisocardiolipina aciltransferasa 1
MS: espectrometro de masas

mTOR: diana de rapamicina en células de mamifero
NaCl: cloruro de sodio

NADH: nicotinamida adenina dinucleétido

NCEP: ATP Ill: Programa Nacional de Educacién sobre Colesterol en el Panel lll para el Tratamiento del Adulto (por
sus siglas en inglés)

NHANES: Encuesta Nacional de Examen de Salud y Nutricion
Oz2: oxigeno

Oz+-: superdxido

OMS: organizacion mundial de la salud

Pal-CoA: palmitoil-CoA

PC: fosfatidilcolina

PE: fosfatidiletanolamina

PG: fosfatidilglicerol

PGP: fosfatidilglicerol fosfato

PGS1: fosfatidilglicerolfosfato sintasa

PI: fosfatidilinositol

PI3K/AKkt: cinasa de fosfatidilinositol 3

PKC: proteina cinasa C

PLA2: fosfolipasa A2

PPAR-a receptores activados por proliferadores peroxisomales alfa
PS: fosfatidilserina



PTPm: poro de la transicién de la permeabilidad mitocondrial
PVDF: difluoruro de polivinilideno

QHz: ubiquinol

Qo: sitio de oxidacion de quinol

RI: resistencia a la insulina

RIPK1: proteina del receptor de cinasa que interacciona 1 (mejor conocido como RIP1)
SGLT-1: cotransportador de sodio y glucosa 1

SM: sindrome metabdlico

Smac: segundo activador mitocondrial de caspasas

SREBP-1C: proteina de unién al elemento regulador del esterol 1-C
Tam41: CDP-DAG sintasa mitocondrial

TAZ: Tafazina

TFA: acido trifluoroacético

TGs: triglicéridos

TLR: los receptores tipo Toll

TNFR: receptor del factor de necrosis tumoral

TRAIL: FAS, el receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral
UQ: ubiquinona

UQ: ubisemiquinona

VDAC: canal aniénico dependientes de voltaje

Ay: potencial transmembranal



Resumen.

Se denomina sindrome metabdlico (SM) al conjunto de alteraciones metabdlicas que incluyen a la
hipertrigliceridemia, la obesidad central, la resistencia a la insulina (RI), la intolerancia a la glucosa y la
hipertensién, que constituyen factores de riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares. Asi mismo, la obesidad y la Rl son factores de riesgo para el desarrollo
de higado graso no alcohdlico (HGNA). El HGNA se caracteriza por la acumulacion ectdpica de grasa
en su etapa inicial y su progresion esta intimamente relacionada con el estrés oxidante, la inflamacion,

la disfuncion mitocondrial y la muerte celular por apoptosis.

En un modelo de SM basado en ratas Wistar macho recién destetadas a las cuales se les administré
una solucién de sacarosa al 30% como agua de bebida durante 24 semanas, se observé un aumento
en la concentracion de acidos grasos no esterificados (AGNE) en homogenado total y en mitocondrias
aisladas de higado de los animales con SM, principalmente el &cido palmitico (C16:0) que es el principal
producto de la lipogénesis de novo. Sin embargo, poco se sabe sobre la participacién de su producto
de activacion: el palmitoil-CoA (Pal-CoA) en la disfuncién mitocondrial que contribuye a la progresion
de HGNA en ratas con SM.

En el presente trabajo se observo que la incubaciéon de mitocondrias aisladas de animales con SM vy
controles, en presencia de Pal-CoA disminuy6 considerablemente el consumo de oxigeno, ademas
exacerbd la generacién de H,O. de manera dosis dependiente en ambos grupos experimentales,
siendo significativamente mayor en el SM. Asi mismo, el Pal-CoA aumento la liberacion de citocromo ¢
(cit-c), y redujo la capacidad de retencion de calcio (CRC) contribuyendo a la apertura del poro de la

transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTPm) en mitocondrias con SM.

En mitocondrias aisladas de animales con SM se observé un aumento en la generaciéon de H20:lo que
podria contribuir a la muerte celular por apoptosis. No obstante, no se encontré evidencia de
marcadores apoptéticos (fragmentacién del ADN, Apaf-1 y p53), ademas se observé una disminucion
en la actividad de caspasa 9 y una reduccién en el contenido total de caspasa 3 activa. Estas
alteraciones pueden ser debidas a una disminucién en la liberacién de cit-c en mitocondrias con SM,

un proceso clave en la formacion del apoptosoma y la activacion de la apoptosis.

Los resultados sugieren que existe una resistencia a la apoptosis en el higado de los animales con SM,
a pesar de que etiolégicamente la acumulacion de AGNE y sus productos de activacién como el Pal-

CoA, asi como el estrés oxidativo lo favorecen.



Para esclarecer el mecanismo por el cual la liberacion de cit-c esta disminuida en SM, se analiz6 la
composicion lipidica de la cardiolipina (CL), lipido exclusivo de la mitocondria que mantiene unido al
cit-c con la membrana interna mitocondrial (MIM). Se encontr6 que en mitocondrias con SM la CL esta
enriquecida con C16:0, lo que le confiere una mayor resistencia a la lipoperoxidacién, lo anterior se
demostré incubando a la mitocondria con dosis altas de Pal-CoA y analizando posteriormente la CL y
no se encontrd evidencia de lipoperoxidacién de la CL.

En conjunto, nuestros datos sugieren que el modelo de SM a nivel hepatico se encuentra en la fase
inicial de la enfermedad, una esteatosis simple, sin actividad apoptética evidente. Por otro lado, el Pal-
CoA es un actor principal en la progresion de HGNA hacia una enfermedad méas grave a través de
mecanismos que involucran el aumento en la liberacién de cit-c y la induccién del PTPm, procesos

clave en el desencadenamiento del proceso apoptético.



Abstract.

Metabolic syndrome (MS) is a cluster of metabolic alterations consisting of hypertriglyceridemia, central
obesity, insulin resistance (IR), impaired glucose tolerance, and hypertension, and is a risk factor for
developing type 2 diabetes mellitus and cardiovascular disease. Obesity and IR are risk factors for the
development of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). NAFLD is characterized by ectopic
accumulation of fat in its early stage and its progression is closely related to oxidative stress,

inflammation, mitochondrial dysfunction, and cell death by apoptosis.

In a model of MS based on newly weaned male Wistar rats given a 30% sucrose solution as drinking
water for 24 weeks, an increase in the concentration of non-esterified fatty acids (NEFAS) was observed
in total homogenate and in liver mitochondria of animals with MS, mainly palmitic acid (C16:0) which is
the main product of de novo lipogenesis. However, little is known about the involvement of its activation
product: palmitoyl-CoA (Pal-CoA) in mitochondrial dysfunction that contributes to the progression of
NAFLD in rats with MS.

In the present work, it was observed that the incubation of isolated mitochondria from MS or control
animals, in the presence of Pal-CoA, considerably decreased oxygen consumption, in addition to
exacerbating the generation of H.O; in a dose-dependent manner in both experimental groups, being
significantly higher in MS. Likewise, Pal-CoA increases the release of cytochrome c (cyt-c), and reduces
the calcium retention capacity (CRC), contributing to the opening of mitochondrial permeability transition

pore (mPTP) in mitochondria with MS.

In isolated mitochondria from animals with MS, an increase in the generation of H,O, was observed,
which could contribute to cell death by apoptosis. However, no evidence of apoptotic markers (DNA
fragmentation, Apaf-1 and p53) was found, and a decrease in caspase 9 activity and a reduction in total
active caspase 3 content were observed. These alterations may be due to a decrease in the release of
cyt-c in mitochondria with MS, a key process in the formation of the apoptosome and the activation of

apoptosis.

The results suggest that there is a resistance to the triggering of the apoptotic process in the liver of
animals with MS, although etiologically the accumulation of NEFAs and their activation products such

as Pal-CoA, as well as oxidative stress favor it.



To elucidate the mechanism by which the release of cyt-c is decreased in MS, the lipid composition of
cardiolipin (CL), a lipid exclusive to the mitochondria that keeps cyt-c attached to the mitochondrial inner
membrane (MIM), was analyzed. It was found that CL of mitochondria from MS animals is enriched with
C16:0, which is resistant to lipoperoxidation, this was demonstrated by incubating the mitochondria with
high doses of Pal-CoA and subsequently analyzing the CL and no evidence of lipoperoxidation of the
CL was found.

Overall, our data suggest that our MS model have a simple steatosis as the initial phase of the hepatic
disease, with no obvious apoptotic activity. On the other hand, Pal-CoA could be a player in the
progression of NAFLD to more severe disease through mechanisms involving increased cyt-c release

and mPTP induction, key processes in triggering the apoptotic process.



Introduccion.

El higado graso no alcohdlico (HGNA) actualmente es la enfermedad hepética cronica mas comun a
nivel mundial, la cual ha ido incrementando su incidencia en la poblacion adulta a lo largo del tiempo,
pasando de un estimado de 25.5% en el afio 2005 a 37.8% en estudios a partir del afio 2016, ademas,
se estima que afecta a aproximadamente del 75% al 90% de los pacientes obesos? 3. El HGNA
comprende un amplio espectro clinico que va desde la esteatosis simple, la esteatohepatitis no
alcohdlica (EHNA), la fibrosis hepatica y en algunos casos desemboca en cancer hepatico®.

Las alteraciones en el metabolismo lipidico contribuyen en gran medida al desarrollo de enfermedades
metabdlicas como la obesidad, el sindrome metabdlico (SM), la diabetes mellitus tipo 2 y el HGNA. Los
pacientes con HGNA tienen 3 veces mas probabilidades de mortalidad relacionada con enfermedades
hepéaticas®. Debido a la acumulacién de lipidos hepaticos, la lipotoxicidad conduce a la activacién del

proceso apoptoético promoviendo la inflamacion y la fibrosis en la EHNAS.

En la literatura se ha reportado tanto en pacientes humanos como en modelos animales, que las dietas
ricas en carbohidratos o lipidos contribuyen al desarrollo y progresion del HGNA. Estas dietas,
estimulan la lipogénesis de novo, donde el producto final es la formacién de acido palmitico (C16:0) "

8,9

El C16:0, es el principal producto de la lipogénesis de novo y se ha reportado que promueve la
generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO), lo que promueve la disfuncion mitocondrial,
disminuyendo el potencial transmembranal (Aw), la produccibn de ATP, lo que en conjunto
desencadena la apoptosis en el higado® % 1% 12 Por tal motivo, se consideré estudiar el proceso
apoptético en el higado de un modelo de SM y la participacion del Pal-CoA en el mecanismo de

liberacion de citocromo c (cit-c).

Definiciones del sindrome metabdlico.

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de alteraciones metabdlicas entre las que se encuentran
la hipertension, la obesidad central, la resistencia a la insulina (RI), la intolerancia a la glucosa y la
dislipidemia aterogénica, el cual aumenta significativamente el riesgo de desarrollar diabetes mellitus

tipo 2, enfermedades cardiovasculares, accidente cerebrovascular y esteatosis hepatica® 14,



En el afio 1988 el Dr. Gerald Reaven describe por primera vez que existe una relacion causal entre un
conjunto de patologias y el desarrollo de las enfermedades coronarias. A este conjunto de patologias
le llamé “sindrome X”, e identificé que se caracteriza por RI, hiperglucemia, hiperinsulinemia, aumento
en la concentracion plasmatica de triglicéridos (TGs) y la disminucion de la concentracién de
lipoproteina de alta densidad (HDL)*®.

Posteriormente, en 1998 un comité integrado por expertos de la organizacién mundial de la salud (OMS)
y la Asociacibn Americana de Diabetes (AAD) incluyé a la obesidad en el espectro de enfermedades
gue componen al sindrome X y lo renombraron a SM, el cual es un factor de riesgo para el desarrollo

de diabetes y de enfermedades cardiovaculares?®

En mayo del 2001 el Programa Nacional de Educacién sobre Colesterol en el Panel IIl para el
Tratamiento del Adulto (NCEP: ATP IllI, por sus siglas en inglés) defini6 nuevos parametros clinicos
para el diagnostico del SM donde la Rl toma mayor relevancia gracias a que esta intimamente ligada
con la obesidad y la diabetes mellitus®’.

Sin embargo, en 2005, la Federacién Internacional de Diabetes (FID) public6 sus lineamientos, en
donde reconoce que en la practica clinica es mucho mas facil medir la obesidad abdominal que la RI,
por lo cual, en su definicibn se debe de presentar obesidad central ademas de dos alteraciones

adicionales para diagnosticar SM a los pacientes?®.

La tabla | resume los parametros de las diferentes organizaciones para el diagnéstico clinico del SM,
la cual tiene como caracteristicas comunes la prevalencia de la R, la hipertrigliceridemia y la obesidad
central, factores que incrementan el riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares y diabetes

mellitus.

En el afio 2018 Gutiérrez-Solis A.L. y colaboradores, publicaron un meta-andlisis (basado en 15
estudios independientes y un total de 34583 pacientes) utilizando datos recabados entre 2004 y 2016,
cuyo enfoque principal fue la poblacién adulta residente de las zonas urbanas de México. Reportaron
gue la prevalencia del SM basada en diferentes criterios ronda entre el 54% (criterio FID) y el 31%
(criterio OMS), no obstante, utilizando el modelo de efectos aleatorios de Der Simonian-Laird la
prevalencia combinada es del 41%, cabe destacar que el consumo de bebidas azucaradas fue el
principal factor de riesgo para el desarrollo de SM en este estudio’®. Asi mismo se ha reportado que el
SM aumenta en un 70% el riesgo de muerte subita cardiaca, cuando se conjunta con factores como el

higado graso no alcohélico (HGNA) y la RI°.



Tabla l. Parametros clinicos para el diagnéstico de SM de acuerdo con diferentes organizaciones

Pardmetros OMS 1998 NCEP: ATP Il FID 2005
2001

Glucosa plasmaética =110 mg/dl 2110 mg/dl 2100 mg/dl

en ayunas:

2 horas después de la > 140 mg/dl

carga de glucosa:

Niveles bajos de

colesterol HDL

En hombres: <35 mg/dl) <40 mg/dI <40 mg/dl

En mujeres: <39 mg/dl <50 mg/dl <50 mg/dI

Hipertrigliceridemia 150 mg/dl 2150 mg/dl 2150 mg/dl

Obesidad central

Relacion cintura-
cadera

Circunferencia de
cintura

Circunferencia de
cintura

> 0.9 Hombres >102 cm 294 cm
> 0.85 Mujeres Hombres Hombres
>88 cm =280 cm
Mujeres Mujeres
indice de masa
corporal: > 30 kg/m? > 30 kg/m?

Presion arterial alta

140/90 mm Hg

2130/285 mm Hg

>130/285 mm Hg

La obesidad una de las caracteristicas del SM.

La Organizacién Mundial de la Salud define la obesidad como una acumulacién excesiva de grasa y se
diagnostica mediante indice de masa corporal (IMC) cuando este es mayor o igual 230 kg/m2.
Actualmente la obesidad es considerada una pandemia, la cual esta asociada principalmente al cambio
en los habitos alimenticios, dados por la popularizacion de las comidas y bebidas hipercal6ricas e
hiperpalatables con alto contenido de carbohidratos y lipidos, actualmente denominadas como
productos ultraprocesados?!, y a los cambios de habitos tales como el sedentarismo y la falta de

actividad fisica®?.
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La prevalencia de sobrepeso aumentd del 45.3% al 64% de entre 1980 y 2015 respectivamente,
mientras que la prevalencia de la obesidad aumento6 de 12.9% al 28.3% en el mismo periodo de tiempo,
siendo los Estados Unidos y México los que presentan las mayores tasas de prevalencia®.

La obesidad, a nivel de tejido adiposo aumenta la sintesis de moléculas pro-inflamatorias tales como
IL-6 y TNF-a, mientras gue se reducen los niveles de adiponectina, molécula importante por su funcién
antiinflamatoria y por mejorar la sensibilidad a la insulina?. Se sabe que la obesidad es un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades crénicas como la diabetes tipo 2, enfermedad

cardiovascular, SM, HGNA y cancer?,

El HGNA una enfermedad metabdlica.

El HGNA actualmente es la enfermedad hepatica crénica mas comudn a nivel mundial, se estima que
afecta alrededor del 25% al 40% de la poblacién adulta y a aproximadamente del 75% a 90% de los

pacientes con obesidad?® % 2627,

El HGNA es una enfermedad metabdlica compleja sobre la cual adn hoy existe controversia en relacion
con su causa principal, no obstante, se sabe que hay distintos factores clinicos asociados al desarrollo
del HGNA tales como la obesidad, la RI, el SM, la diabetes tipo 2, los factores genéticos y ambientales
tales como la alimentacion o el estilo de vida, que actian sinérgicamente para el desarrollo y progresion

de la enfermedad?®® 2°.

La enfermedad del HGNA comprende un amplio espectro clinico que va desde la esteatosis simple, la
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), la fibrosis hepética y en algunos casos desemboca en cancer
hepéatico* (figura 1). De acuerdo con la guia practica de la Asociacién Estadounidense para el Estudio
de Enfermedades Hepéticas para diagnosticar HGNA debe existir evidencia de esteatosis hepatica, ya
sea por técnicas de imagenologia (ecografia hepatica o la resonancia magnética) o por analisis de
biomarcadores clinicos atribuidos a causas secundarias al consumo significativo de alcohol (< 20/30 g
por dia respectivamente, para mujeres y hombres), uso prolongado de medicamentos esteatogénicos
(por ejemplo, mipomersen, lomitapide, amiodarona, metotrexato, tamoxifeno, corticosteroides) o

trastornos hereditarios monogénicos.

La primera fase del HGNA se denomina esteatosis simple cuyo sello distintivo es la acumulacion
vesicular citoplasmatica de lipidos en al menos el 5% de los hepatocitos, sin evidencia de dafio
hepatocelular®® 3!, Dicha acumulacién lipidica es consecuencia de un desbalance entre un mayor

consumo de acidos grasos, aumento de la lipogénesis de novo y una menor tasa de oxidacion de acidos
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grasos®2. En la esteatosis hepatica el principal lipido almacenado son los TGs, el paso final en la sintesis
de TGs es catalizado por la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT). Se ha reportado que hay dos
isoformas DGAT1 y DGAT2, la primera es una enzima constitutiva de reticulo endoplasmico, mientras
que DGAT?2 se localiza en reticulo endoplasmico y alrededor de las gotas lipidicas®. Se ha reportado
que en higado DGAT1 utiliza como sustrato &cidos grasos exégenos para la sintesis de TGs®4. Mientras
que DGAT?2 utiliza principalmente acidos grasos de la lipogénesis de novo®.

El mecanismo por el cual una esteatosis simple aparentemente inerte se convierte en EHNA no esta
deltodo claro, no obstante, se cree que la progresién esta directamente relacionada con la lipotoxicidad,
el aumento del estrés oxidante y la inflamacién. La acumulacion prolongada de lipidos desencadena
un aumento en la oxidacion de los acidos grasos de manera compensatoria, no obstante, esto puede
promover la progresion de la enfermedad al inducir estrés oxidativo, asi como comprometer la funcién
mitocondrial, lo que conduce a la activacion de caspasas y la consecuente cascada apoptética, ademas
de promover la respuesta inflamatoria de los hepatocitos (balonizacién) y posteriormente con el tiempo
y la acumulacién de dafio hepatocelular se establece la segunda fase de la enfermedad, la EHNA que
puede presentar o no fibrosis hepatica® 32 3637,

La EHNA puede provocar fibrosis en un rango variable (de FO a F4), siendo FO: ausencia de fibrosis;
F1: fibrosis portal o fibrosis perivenular sin tabiques; F2: fibrosis con pocos tabiques; F3: fase puente
de fibrosis entre nddulos portales y finalmente F4: cirrosis. Al respecto, la fibrosis es un proceso de
reparacion tisular ante el dafio hepatico, el cual, desencadena la muerte de los hepatocitos. El higado
en respuesta al dafio y muerte celular segrega matriz extracelular constituida por colageno no fibrilar,
la cual servird de soporte para los nuevos hepatocitos y mantener asi el tejido hepatico funcional, no
obstante, si el dafio es crénico la producciébn de matriz extracelular se deposita de manera
desorganizada, estd formada principalmente por colageno fibrilar, fibronectina y diversos

glucosaminglucanos formando un tejido cicatrizante no funcional.

Por lo tanto, la presencia de fibrosis es el factor mas importante para predecir la muerte celular de los
hepatocitos, se ha reportado que en etapas avanzadas como F3 y F4 aumenta drasticamente la tasa
de mortalidad por enfermedad hepatica®® % %0, Se estima que aproximadamente el 20% de todos los
pacientes con EHNA padecen F3 o F4*. La etapa final del HGNA es la cirrosis, la cual se caracteriza
por necroinflamacién vy fibrosis lo que conlleva a la perdida de la arquitectura hepética gracias a la
formacion de tabiques y nodulos fibrosos, distorsion del parénquima hepético y de la arquitectura
vascular. Ademas, en la cirrosis hay una disminucién en la masa hepatica funcional, lo que disminuye

la funcién metabdlica y sintética del higado*?.
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En el afio 2021 las enfermedades hepéticas fueron la sexta causa de muerte en la poblacidbn mexicana,
la mayor frecuencia de decesos se observo en la poblacion adulta a partir de los 25 afios siendo las
enfermedades hepéticas responsables de aproximadamente 64.4 % del total de las defunciones,
mientras que el 35.6% restante fueron atribuidas al consumo de alcohol “3. México es uno de los paises
cuya poblacion reune varios factores de riesgo para esta enfermedad y su prevalencia podria superar
el 50%; es por eso que el panorama a mediano plazo es muy pesimista si no se toman acciones

inmediatas para contrarrestar lo que ya se considera un problema de salud nacional*.

Higado sano Higado graso Esteatohepatitis Fibrosis Cirrosis
no alcohdlico no alcohdlica

<
Reversible

Grasa en <5% Esteatosis Esteatosis Fibrosis en Dafio grave
de los hepatocitos (Grasaen > 8% Inflamacion etapa dela
delos Balonizacién avanzada funcién
hepatocitos) Fibrosis hepética

Figura 1. Representacion esquematica de la progresién del higado graso no alcohdlico.

El SMy su asociacion con el HGNA.

El HGNA histéricamente se ha considerado una manifestacion hepatica del SM*. Sin embargo, en las
tltimas décadas se han realizado diversos estudios que refutan esta idea. Al respecto, Wang y
colaboradores reportaron que la presencia de uno de los componentes del SM aumenta 3.6 veces la
probabilidad de desarrollar HGNA, mientras que el padecer 2 de los componentes del SM eleva 5 veces
la probabilidad de desarrollar HGNA, es importante destacar que se debe tener al menos tres de los

factores de riesgo para ser diagnosticado con SM*6,

En otro estudio de Kanwar y colaboradores en 2016 realizado en adultos que no presentaban diabetes,
se encontr6 que el 70% de los pacientes con EHNA cursaban con 3 0 méas de los componentes del SM,
ademads, la prevalencia del SM fue del 67% en la cohorte de pacientes con HGNA sin diabetes, rango
muy superior al reportado para la poblacion general en E.U.A. del 23% por Encuesta Nacional de

Examen de Salud y Nutricion*” (NHANES, por sus siglas en inglés). Asi mismo, se ha reportado que
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pacientes con HGNA sin SM no presentan mayor riesgo para desarrollar diabetes tipo 2, ni

enfermedades cardiovasculares, siendo el HGNA un precedente para el desarrollo del SM*,

Por otro lado, de acuerdo con datos de la Academia Mexicana de Cirugia, la prevalencia del HGNA en
pacientes mexicanos que tienen SM es de aproximadamente del 80%*. También se ha reportado la
prevalencia de SM pos-trasplante hepético en 39% de los pacientes, del mismo modo, el 35% de los
pacientes desarrollaron SM de nueva aparicion pos-trasplante®®. Diversos estudios longitudinales y
meta-andlisis han llegado a la conclusién de que HGNA precede al desarrollo de diabetes mellitus y
SMm®L,

Al respecto, se sabe que los procesos moleculares para el desarrollo de HGNA y el SM estan
intimamente relacionados y son bidireccionales®?, ambas patologias tienen como factores de riesgo

comunes a la obesidad y la RI®3,

Rl y su asociacion con el HGNA.

En condiciones fisiolégicas, una vez secretada por las células beta del pancreas, la insulina en el
torrente sanguineo llega a sus células blanco en las que interactlia con su receptor, perteneciente a la
familia de receptores de tirosina cinasa tales como el receptor del factor de crecimiento similar a la
insulina 1 (IGF-1) y el receptor relacionado con el receptor de insulina (IR). Cuando la insulina se une

a la cadena a del receptor, esta fosforila a la cadena 3 promoviendo su actividad de tirosina cinasa.

Posteriormente la cadena [ fosforila a la cadena a, provocando un cambio conformacional que aumenta
la actividad cinasa del receptor, una vez activado, puede fosforilar a sustratos exdgenos como a las
proteinas adaptadoras: IRS y Shc las cuales posteriormente desencadenan diferentes cascadas de
sefializacion. La proteina IRS desencadena la via de la cinasa de fosfatidilinositol 3 (PI3K/Akt), la cual
esta relacionada con el metabolismo, que incluye, el transporte de la glucosa, la sintesis de glucégeno,
la adipogénesis, la sintesis de proteinas y también la sobrevivencia celular. Por otro lado, la proteina
Shc se asocia a la via de sefializacion de las cinasas activadas por mitbgeno (MAPK / ERK 1/2) la cual

esta relacionada con el crecimiento y la diferenciacién celular® 55,

La RI puede definirse como una alteracion en la sefializacion de la insulina en la cual se requiere de
una mayor concentracion de insulina para que pueda desempefiar su funciéon normal, su desarrollo se
ha vinculado a diferentes proteinas principalmente a la proteina de unién al elemento regulador de
esterol 1 (SREBP-1C) el cual es un regulador de las diferentes enzimas responsables de la biosintesis

del colesterol, acidos grasos no esterificados (AGNE) y TGs®® %7,
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La RI, es un factor clave para el desarrollo de HGNA. A nivel de los adipocitos existe un aumento en la
lipdlisis periférica a consecuencia de mantener activada a la enzima lipasa sensible a hormona (HSL),
desencadenando la movilizacién de AGNE en plasma, los cuales a nivel hepético pueden ser oxidados
o esterificados en TGs para su acumulacion en gotas lipidicas y asi favorecer el desarrollo de
esteatosis, fase inicial del HGNA, la cual a través del tiempo tiene el potencial de progresar hacia una
EHNA con fibrosis avanzada, particularmente en pacientes que tienen o desarrollan diabetes®®.

La esteatosis hepatica estd asociada con la activacion de diferentes proteinas, como mTOR, la proteina
cinasa C (PKC) y se pueden producir intermediarios en la sintesis de TGs como el diacilglicerol y las
ceramidas, las cuales inhiben la sefializacion de la insulina; particularmente mTOR y PKC pueden
fosforilar al sustrato del receptor de insulina (IRS-1), inhibiendo la activacion de PI3K/Ak y promoviendo

aun mas la acumulacién de lipidos a manera de una retroalimentacion negativa®®.

Ademas, se ha reportado que una disminucion en la expresion de los receptores activados por
proliferadores peroxisomales alfa (PPAR-a) conlleva a una disminucion en la oxidacion de los acidos
grasos y un incremento en su acumulacioén, debido a la disminucion de carnitina palmitoiltransferasa-1

(CPT1) responsable del transporte de acil-CoA, para su beta oxidacién en las mitocondrias®.

Alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y lipidos asociados con el HGNA.

El desarrollo de enfermedades metabdlicas se ha incrementado en las Ultimas décadas debido a
diversos factores. La carga genética desempefia un papel fundamental para el desarrollo de las
enfermedades metabdlicas, por ejemplo, se ha descrito que el 49% de los hispanos, el 23% de los
caucasicos y el 18% de los afroamericanos presentan un polimorfismo implicado con el desarrollo de
esteatosis hepatica*®. Sorprendentemente, la frecuencia mas alta reportada se encuentra en la
poblacién mexicana con 77% de incidencia, la cual puede actuar sinérgicamente con la actual
pandemia de sobrepeso y obesidad condicionando a esta poblacion a tener una mayor probabilidad de
desarrollar HGNA®?,

Por otro lado, la falta de actividad fisica y el sedentarismo® %3, la popularizaciéon de la comida rapida®,
las dietas occidentales caracterizadas por tener un alto contenido de lipidos, carbohidratos y aditivos
industriales (denominados productos ultra procesados) contribuyen al desarrollo de obesidad, SM,
HGNA y enfermedades cardiacas®. El consumo excesivo de carbohidratos, especificamente de
sacarosa o fructuosa se asocia a un incremento en los niveles de TGs, a la Rl tanto en humanos como

en modelos experimentales® 66 67. 68,
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Metabolismo de los carbohidratos en condiciones hipercaldricas.

El higado desempefia un papel fundamental en el metabolismo de la glucosa, ya que es capaz de
almacenar y liberar glucosa para mantener la homeostasis glucémica a lo largo del dia. Se estima que
durante el postprandio el higado capta aproximadamente el 45% de la glucosa ingerida proveniente de
la vena porta®, mientras que el resto es distribuida a los diferentes 6rganos. Para ser utilizada, la
glucosa ingresa al hepatocito a través del transportador GLUT2, una vez dentro del hepatocito, la
glucosa libre es fosforilada a glucosa 6-fosfato por la enzima glucocinasa. La glucosa 6-fosfato puede
seguir diferentes rutas metabdlicas, incluida la sintesis de glucogeno, la ruta de la hexosamina o bien

continuar la ruta glucolitica o ir hacia la via de las pentosas®.

Cuando la capacidad de almacenar glucosa en forma de glucdgeno se ve excedida, se favorecen otras
vias como la glucolitica en donde la glucosa 6-fosfato es isomerizada por la enzima glucosa 6-fosfato
isomerasa responsable de la formacion de fructosa 6-fosfato. Posteriormente, la fructosa 6-fosfato
puede ir hacia la ruta de la hexosamina o continuar la ruta glucolitica cuyos productos finales son 2
piruvatos, 2 ATP, 1 NADH por molécula de glucosa. El piruvato a su vez, es descarboxilado por la
piruvato deshidrogenasa para la sintesis de acetil-CoA precursor de 4cidos grasos de larga cadena

como el C16:0 principal producto de la lipogénesis de novo 2,

Por otro lado, la fructosa en el intestino delgado es transportada del lado apical a través de difusion
facilitada via GLUT5 y basolateralmente por GLUT27% 73, En los hepatocitos, la fructosa es fosforilada
por la hexocinasa para formar frutosa 6-fosfato o bien por la fosfofructocinasa-1 para formar fructosa
1-fosfato. A su vez, la fructosa 1-fosfato es sustrato de la aldolasa la cual genera gliceraldehido (que
posteriormente entrard a la glucdlisis) y dihidroxiacetona-fosfato que posteriormente se convertira en

glicerol 3-fosfato, el cual servird como sustrato para la posterior sintesis de TGs’ (figura 2).
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Figura 2. Metabolismo hepéatico de la glucosa y frutosa. La glucosa se fosforila en glucosa 6-fosfato el cual es sustrato para diferentes
vias metabélicas, como la via de las pentosas, la sintesis de glucégeno, etc. Especialmente se enfatiza en la via glucolitica que tiene como
producto final el piruvato, el cual posteriormente es convertido en acetil-CoA y servird como sustrato para la cetogénesis, el TCA, o bien, para
la lipogénesis de novo. El catabolismo de la fructosa produce dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido, los cuales pueden entrar a la via
glucolitica o bien promover la lipogénesis y la subsiguiente sintesis de triglicéridos a partir del acil-coenzima A (CoA). Finalmente, los
triglicéridos (TGs) producidos son empaquetados en lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) para su almacenamiento en el higado o su

exportacion al torrente sanguineo.

Metabolismo de los lipidos.

El metabolismo de los lipidos esta regulado por la accion de diferentes lipasas, enzimas encargadas
de hidrolizar los enlaces éster de los TGs, para asi liberar a los 4cidos grasos y el glicerol para producir

monogliceroles, diacilgliceroles y AGNE.

Los lipidos son la segunda fuente de energia del cuerpo, en condiciones fisiolégicas el mayor reservorio
de grasa del cuerpo es el tejido adiposo en donde existe un balance entre la acumulaciéon y el
catabolismo de lipidos, manteniéndose a concentraciones bajas en un estado de equilibrio. Sin
embargo, este equilibrio se puede ver afectado por la falta de actividad fisica, la ingesta elevada de
carbohidratos y de grasa. Por otro lado, en el contexto de los trastornos metabdlicos como la obesidad,
el exceso energético aumenta la lipogénesis de novo y la acumulacién de TGs en 6rganos tales como

corazén, rifién, musculo esquelético e higado™: 6.
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Lipogénesis de novo.

La lipogénesis de novo es el proceso bioquimico por el cual se sintetizan los acidos grasos a partir de
subunidades de acetil-CoA provenientes de la ingesta excesiva de carbohidratos. El exceso de glucosa,
incrementa la produccion de citrato en la mitocondria, el cual es transportado al citosol donde la ATP-
citrato liasa (ACLY) libera acetil-CoA. Posteriormente, el acetil-CoA resultante se convierte en malonil-
CoA mediante la acetil-CoA carboxilasa (ACC), posteriormente la sintasa de &cidos grasos (FAS) utiliza
al malonil-CoA para generar una cadena de acilo saturada de dos carbonos, la cual actuara como
sustrato para la sintesis de una molécula de C16:0.

Existen dos isoformas de la ACC, ACC1 presente en los tejidos lipogénicos como el tejido adiposo
blanco, las glandulas mamarias lactantes y el higado. La ACC2 es la isoforma predominante en el
musculo esquelético y cardiaco. La ACCL1 es el paso limitante de la lipogénesis de novo a nivel hepatico,
su regulacién ocurre a dos niveles, en primer lugar, se ha reportado que al exponer a los hepatocitos a
insulina, la ACC1 sufre una polimerizacion formando dimeros con mayor actividad catalitica. El segundo
nivel de regulacion ocurre de manera alostérica. Los activadores alostéricos son el citrato y el
glutamato, los cuales promueven la polimerizaciéon de ACC1 aumentando su actividad. Por otro lado,
los inhibidores alostéricos de ACCL1 incluyen al malonil-CoA vy los acil-CoA, por ejemplo, la inhibicién

por altos niveles de C16:07".

Sintesis de Triglicéridos.

La activacion de los acidos grasos en acil-CoA es un paso clave en la bio-sintesis de los triglicéridos.
La activacion de los AGNE se da en la membrana externa mitocondrial o en el reticulo endoplasméatico
y es catalizada por la enzima acil-CoA sintetasa de cadena larga en la que esterifica una molécula de
coenzima A (CoA) a la recién formada cadena de C16:0 para formar una molécula de palmitoil-CoA
(Pal-CoA) 8.

En condiciones de exceso de sustrato los acil-CoA son rapidamente acoplados a la sintesis de TGs, en
donde la sn-1-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) utiliza al glicerol-3-fosfato y al acil-CoA como
sustrato para la sintesis de acido lisofosfatidico (ALP). Posteriormente, se da una segunda acilacién en
la posicion sn-2 de ALP por la enzima acil-CoA: 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa (AGPAT) para

producir acido fosfatidico (AP), el cual es un sustrato tanto para la sintesis de TG, de fosfatidilglicerol
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(PG), fosfatidilinositol (PI) y cardiolipina. EI AP es posteriormente hidrolizado por la fosfatasa de acido
fosfatidico (también llamada lipina) para formar diacilglicerol (DAG), el DAG también puede ser sustrato
para la sintesis de diversos lipidos como TGs, fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) y
fosfatidilserina (PS). El paso final es la del DAG por la DGAT para producir un TGs™.

Se ha reportado que las dietas ricas en carbohidratos estimulan directamente a la proteina SREBP-1C
y a la proteina de unién al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP) los cuales son reguladores
transcripcionales de diferentes enzimas implicadas tanto en el metabolismo glucolitico, como en la
lipogénesis de novo, lo que contribuye de manera importante para el aumento en la sintesis de TGs y
la acumulacién ectopica de lipidos en el higado, induciendo el desarrollo de HGNA, ademas de
contribuir en el desarrollo de pardmetros clinicos del SM, tales como la obesidad intra-abdominal, asi
como el incremento de TGs plasmaticos®. Asimismo, la alta concentracion de TGs hepaticos es el

parametro mas fuertemente asociado con el desarrollo de HGNA?®,

Fisiol6gicamente, los TGs y los lipidos se almacenan en los hepatocitos en forma de gotas lipidicas.
En condiciones patologicas, hay un desequilibrio entre la sintesis y la degradacion de las gotas lipidicas,
lo que conduce a un depésito masivo de lipidos en los hepatocitos, caracteristica fenotipica principal
en la enfermedad del higado graso®2. En la literatura se ha propuesto que la rapida esterificacion de los
AGNE en TGs y su localizacion dentro de las gotas lipidicas constituye un mecanismo de proteccion

contra la lipotoxicidad ya que su almacenamiento en gotas lipidicas es inicialmente inocua® &,

Sintesis de Cardiolipina.

La cardiolipina (CL) es un fosfolipido de caracter aniénico que se encuentra casi exclusivamente en la
membrana mitocondrial interna (MIM) en organismos eucariontes, su papel biolégico es el de estabilizar
la estructura y la funcién de los componentes individuales de la cadena de transporte de electrones,
ademas, que regula procesos mitocondriales relevantes, como la dinamica de estos organelos, el
mantenimiento de la estructura de las crestas, la formacion de supercomplejos y también tiene un papel

en la via intrinseca de la apoptosis entre otros®®.

La CL constituye aproximadamente del 15 al 20% de la MIM, est& formada por dos residuos de &cido
fosfatidico unidos a través de un esqueleto central de glicerol, debido a su estructura el fosfolipido

muestra una forma conica lo cual ayuda a la formacion de las crestas en la MIM (figura 3).
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Figura 3. Estructura y forma de la CL. A) Estructura quimica de la tetra-linoleil-CL, CL formada por cuatro cadenas de &cido linoleico. B)
Modelo en tercera dimension de la tetra-linoleil-CL. en la cual se muestra la cadena de acilo que interacciona con el cit-c C) Representacion
esquematica de la formacion de las crestas mitocondriales, por su forma coénica la CL ejerce presion lateral en la bicapa lipidica induciendo
una curvatura negativa, CL corresponde a cardiolipina y PC a fosfatidilcolina.

El reticulo endoplasmico es el sitio principal de biosintesis de CL, en células de mamiferos los sitios
de unién entre la mitocondria y el reticulo son cruciales para el intercambio de lipidos, la sintesis de
novo de CL comienza en la MIM con AP proveniente del reticulo endoplasmico el cual es convertido a
citidina difosfodiacilglicerol (CDP-DAG) por la CDP-DAG sintasa mitocondrial (Tam41). La
fosfatidilglicerolfosfato sintasa (PGS1) cataliza el paso siguiente convirtiendo al CDP-DAG a
fosfatidilglicerol fosfato (PGP). El fosfatidilglicerol (PG) es formado por la desfosforilacion del PGP
catalizada por la fosfatasa PTPMTL1. Posteriormente la cardiolipina sintasa (CLS) utiliza PG y a una
molécula adicional de CDP-DAG para catalizar la sintesis de CL de novo®®.

La recién formada CL es considerada inmadura, por lo que se necesita un proceso de remodelacion
para formar una CL madura. El proceso de remodelacién es iniciado por la fosfolipasa A2 (PLA2), la
cual escinde una cadena de acilo de CL generando una monolisocardiolipina (MLCL). Posteriormente
una transferasa utiliza un acil-CoA como donante de la cadena de acilo para la acilacion de la MLCL y
la produccion de una CL madura. Este es catalizado por accion de tres enzimas distintas acil-CoA:
lisocardiolipina aciltransferasa 1 (ALCAT1), monolisocardiolipina aciltransferasa 1 (MLCLAT1) y
tafazina (TAZ) ®" 8, Fisiol6gicamente, la especie de CL madura mas abundante es la que contiene
principalmente tetra-linoleil-CL [(C18:2)4CL] compuesta por cuatro cadenas de &acido linoleico
insaturado, que representa aproximadamente el 80% de todas las especies de CL tanto en el higado

como en el misculo esquelético y cardiaco®®.
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La formacion de las crestas mitocondriales se debe a la capacidad de la CL de no formar bicapas,
promoviendo la curvatura negativa de la membrana, lo que induce la formacion de la estructura tubular
de las crestas proporcionando una gran superficie en la MIM para que se produzcan las reacciones

bioguimicas de la fosforilacion®.

Mediante estudios cristalograficos se ha demostrado la presencia de CL estrechamente unida en las
estructuras cristalinas del complejo 1ll, complejo IV y el acarreador de ADP/ATP. Por otro lado, se ha
reportado que gracias a la estructura dimérica de la CL promueve el ensamblaje, estabilizacion y la
actividad de los supercomplejos respiratorios. De hecho, en mitocondrias que carecen de CL, se ha
reportado la desestabilizacion de los supercomplejos, de manera similar, al exponer a particulas
submitocondriales de corazén de res a la generacion de ERO mediada por mitocondrias o por
generadores de ERO, se observo la oxidacion y disminucion de la CL, asi como la disminucion en la
actividad de los complejos I, I1l'y 1V,

Estructuray funcién de la mitocondria.

La mitocondria es la principal fuente de generacion de ATP necesario para la homeostasis celular.
Estructuralmente, esta rodeada por dos membranas: la membrana externa mitocondrial (MEM) y la
membrana interna mitocondrial (MIM). La MEM es permeable al paso de iones y moléculas pequefias
a través de canales i6nicos y trasportadores. Por otro lado, la MI es impermeable al paso de iones y
otras moléculas. La MIM se encuentra altamente plegada formando invaginaciones llamadas crestas
mitocondriales, en las cuales se encuentran los complejos de la cadena de transporte de electrones

(CTE), responsables de la sintesis de ATP a través de la fosforilacién oxidativa®.

Durante la fosforilacion oxidativa la transferencia de electrones de donadores como la nicotinamida
adenina dinucledtido (NADH) y al dinucleétido adenina de flavina (FADH2) procedentes tanto del ciclo
de Krebs, como de la B-oxidacion generan un gradiente electroquimico de protones por medio del
complejo I, lll y 1V, y este gradiente es utilizado por la F1Fo ATP para la sintesis de ATP a partir de ADP

y foésforo inorganico® 2 (figura 4).
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Figura 4. Cadena de transporte de electrones mitocondrial.

En la membrana interna mitocondrial (MIM) ocurre la fosforilacién oxidativa cuando los acarreadores de electrones provenientes
del ciclo de Krebs o de la beta-oxidacion son reducidos en el complejo | (NADH*) o por el complejo Il (FADHy). El transporte de e
esté acoplado al bombeo de protones (H*) en los complejos I, lll y IV desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal
para la creacion de un gradiente electroquimico (AW) que se utiliza para producir ATP a través de ATP sintasa (complejo V).

El complejo | (NADH deshidrogenasa). Es el complejo mas grande de la CTE con una masa molecular

aproximada de 1 MDa. En mitocondrias de mamiferos consta de 14 subunidades altamente
conservadas y 31 accesorias, consta de una arquitectura en forma de “L” con un brazo inmerso en la
MIM y un brazo periférico. La funcién bioenergética principal del complejo | es acoplar la transferencia
de electrones del NADH a la ubiquinona con el bombeo de protones al espacio intermembranal,
contribuyendo a formar la fuerza protén motriz utilizada para la sintesis de ATP. Experimentalmente su

estequiometria es de 4 protones (H*) / 2 electrones *.

El complejo |l (succinato deshidrogenasa). Es el complejo mas pequefo de la CTE, consta de cuatro

subunidades con una masa molecular total de 140 kDa. El complejo Il cataliza la oxidacién de succinato
a fumarato en el ciclo de Krebs a través de sus grupos Fe-S a la ubigquinona o bien como parte de la
CTE transfiere dos electrones desde el FADH proveniente del succinato a la ubiquinona unida la
membrana, reduciéndola y formando ubiquinol, esta reaccién no esta acoplada a la translocacion de

protones. Posteriormente el ubiquinol transporta los electrones hacia los complejos 1l y V%4,

La ubiguinona (UQ). Es una molécula lipofilica, la cual puede existir en tres estados; completamente

oxidado UQ (ubiquinona, UQ), parcialmente reducido (ubisemiquinona, UQ™) y completamente
reducido (ubiquinol, QH.). Debido a su capacidad redox reversible tiene la funciéon de transportador de

electrones en la CTE, especificamente transfiere electrones de los complejos | y Il al complejo 1%,
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El complejo Il (citocromo ¢ reductasa o complejo bcl). Es un homodimero y cada monémero contiene

11 subunidades con una masa molecular aproximada de 240 kDa. Consta de tres subunidades
cataliticas. El citocromo b (cit-b) contiene dos centros hemo-b (un hemo de bajo potencial b, y un hemo
de alto potencial by); el citocromo cl (cit-cl), que contiene un grupo hemo de tipo ¢ unido
covalentemente; y la proteina de hierro-azufre Rieske con un grupo 2Fe-2S. Su funcién principal del
complejo bcl es permitir la transferencia de electrones provenientes de complejo | y Il hacia el citocromo
c (cit-c), mientras que acopla a este proceso la translocacion de protones mediante un mecanismo

conocido como el ciclo Q.

En este ciclo una molécula de QH, se une al sitio de oxidacién de quinol (Qo) del cit-b, del lado del
espacio intermembranal. EI QH; dona un electrdn en el centro de alto potencial formado por la proteina
Rieske y cit-c1. Esta reaccién genera un radical UQ'~ con carga negativa, posteriormente dona otro
electrén al centro de bajo potencial del cit-b, entrando primero por el citocromo b, y luego rapidamente
por el citocromo by, este electron va a la ubiquinona unida al sitio Qi del lado de la matriz mitocondrial,
de tal manera que la UQ™ se reduce a QH, nuevamente, para renovacion del sitio Q.. El bombeo de
protones se produce por el movimiento del segundo electron a través de la membrana hacia el cit-c, la
estequiometria es de 4 protones (H*) / 2 electrones ¢ * (figura 5).
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Figura 5. Representacion del ciclo Q en el complejo Ill de la CTE. El ciclo inicia cuando el ubiquinol (UQH>) se une al sitio Q,
(outside), se transportan dos electrones: el primer electrén es donado a través de los centros redox en la proteina Rieske (FeS) y
cit-c1 (hemo c1), reduciendo finalmente al transportador soluble citocromo c (cit-c). El segundo electrén llega a través de los
grupos hemo by y b, en el citocromo b al sitio Q; reduciendo %2 quinona (UQ). El radical ubisemiquinona (UQ.-) es capaz de donar
el electron (e7) al oxigeno molecular y generar superéxido (O;™) en dos sitios diferentes, uno orientado hacia la matriz mitocondrial
(Q., outside) y otro orientado hacia el espacio intermembranal (Q;, inside).
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El cit-c. Es una proteina que en mamiferos tiene un peso aproximado de 12 kDa (con 104 residuos de
aminoacidos), la cual contiene un grupo prostético hemo tipo ¢ unido covalentemente a su cadena de
aminod&cidos. Su funcién principal es el de transportar electrones debido a su potencial redox. Cuando
el cit-c acepta un electron del complejo Il su grupo hemo de hierro Fe®* se reduce a Fe?.
Posteriormente, el cit-c dona el electron al complejo IV oxidando nuevamente al grupo hemo del cit-c
reestableciendo su carga Fe®" %,

El complejo IV (citocromo c oxidasa). En mamiferos consta de 14 subunidades, es considerada una

oxidasa con centro hemo de cobre. Tiene tres unidades cataliticas COXI, COXIl y COXIIl. Su funcion
principal es la transferencia de electrones del cit-c reducido al oxigeno molecular acoplado a la

transferencia de protones.

Los electrones del cit-c provenientes del complejo Il se transfieren al hemo Cua de la subunidad COX
I, posteriormente se transfieren al hemo en la subunidad COX | y finalmente al sitio de unién al oxigeno
compuesta por el hemo as/Cug en la subunidad COX |, lo que permite la transferencia simultanea de
cuatro electrones al oxigeno, evitando asi la formacién de especies reactivas de oxigeno intermedias
(ERO). La subunidad COX Ill es necesaria para el bombeo de protones y la estabilizacion de las
subunidades COX | y COXII. Es importante destacar que en proporciones altas de ATP/ADP en la
matriz mitocondrial, este complejo puede ser inhibido de manera alostérica por su producto final, el
ATP. Esto sucede cuando se cambia de una fosforilacion oxidativa con altas tasas de sintesis de ATP
en situaciones de estrés, asociadas con AW parcialmente elevado y baja eficiencia (estado activo), a
bajas tasas de sintesis de ATP en condiciones de relajadas con bajo AW y alta eficiencia (estado
relajado). El cambio entre ambos estados se produce de formainmediata y continua en todas las células

eucariotas®.

El complejo V (FiF, ATP Sintasa o ATPasa). En mamiferos consta de 17 subunidades diferentes (18

en humanos) con un peso molecular aproximado de 550 kDa (592 kDa en humanos). Su funcién
principal es la sintesis de ATP, se estima que la ATP sintasa genera mas del 90% del ATP celular. Esta
constituida por la seccion F, unida a la membrana mitocondrial interna y la parte soluble F; del lado de
la matriz mitocondrial. La ATP sintasa tiene un mecanismo catalitico rotatorio en F; el cual gira gracias
a la fuerza proton motriz generada por el regreso de los protones hacia la matriz mitocondrial a través

de F,. Esta energia es utilizada para la fosforilaciéon de ADP para la sintesis de ATP 100101,
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Principales sitios de generacién de ERO en la mitocondria.

Las mitocondrias son la fuente principal de formacion de ERO, ya que durante la fosforilacién oxidativa
puede haber una fuga de electrones, los cuales al interactuar con el oxigeno pueden producir
superoéxido (Oz+—.) o peroxido de hidrégeno (H20-). Fisiolégicamente, se estima que el 0.1 hasta el 2%
de todo el oxigeno molecular consumido en la mitocondria se transforma en ERO, se han reportado

gue los sitios mas importantes para la formacién de ERO a nivel mitocondrial son los complejos 1y 111102,

El complejo | (NADH deshidrogenasa). El complejo | cataliza la oxidacion de NADH en la subunidad
qgue contiene el mononucleétido de flavina (FMN), posteriormente los dos electrones se transfieren a
una serie de siete centros de hierro y azufre para reducir Q a QH; en el sitio de union a Q. Se ha
propuesto que el complejo | genera Oz+— a nivel de la matriz mitocondrial en dos sitios, en el sitio de
unién al FMN (sitio Ir) y el sitio de unién a Q (sitio lg). En condiciones normales, la transferencia directa
de electrones (oxidando glutamato o piruvato en combinacién con malato) los electrones van desde el
NADH a Q, no obstante, al bloguear el sitio 1o con rotenona o piericidina provoca una acumulacion de
NADH y una reduccion del sitio Ir donde los electrones pueden fugarse para reducir al Oz y generar
O2+-. Por otra parte, en ausencia de inhibidores del transporte de electrones, la oxidacion de succinato
genera O,*— a tasas muy altas en el sitio Io debido la transferencia inversa de electrones desde QHa
hacia NAD+, curiosamente, la rotenona reduce significativamente las ERO producidas a través de la

transferencia reversals 104,

El complejo Il (succinato deshidrogenasa). En la literatura se ha reportado el complejo Il es capaz de

producir Oz*— en el sitio llr 0 sitio de union a la flavina, teniendo una muy alta capacidad de produccién
de ERO, superada solo por el complejo Il (sitio Qo) y por el complejo | (sitio lg). En mitocondrias aisladas
de musculo esquelético se determiné que la capacidad del sitio Il para producir O*— esta
estrechamente relacionada con la cantidad de flavoproteina reducida, en donde el FAD es un sitio
potente de fuga de electrones para generar ERO. En condiciones de exceso de sustrato (acidos
dicarboxilicos, particularmente oxaloacetato, malato y succinato) el sitio llr estd ocupado por lo cual la
produccion de ERO es practicamente nula, no obstante, a medida que la concentracion de sustrato
disminuye, el sitio est4 cada vez menos ocupado lo que permite el acceso del oxigeno y la produccién
de ERO se exacerba'®. Ademas, se ha reportado que el sustrato oxidativo puede favorecer la
formacion de ERO, el metabolismo oxidativo de una molécula de glucosa genera diez electrones NADH
y dos FADH2, una proporcion de electrones NADH: FADH2 de 5:1, mientras que al oxidar por ejemplo
C16:0 la proporcion de NADH: FADH2 cambia a 2:1, lo que da como resultado una reduccion excesiva

de la reserva de Q y un aumento en la generacion de Oz*— por transferencia reversa'®.
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El complejo Il (citocromo ¢ reductasa 0 complejo bcl). El complejo Il es el principal sitio de generacién

de ERO en la cadena de transporte de electrones, esto se debe a la auto-oxidacion de la UQ™™ durante
el ciclo Q, la UQ™~ puede donar directamente su electrén para reducir al O,y producir Oz—. El sitio Q;
del complejo Ill libera el superoxido producido hacia la matriz, mientras que el superoxido generado en
el sitio Qo lo libera al espacio intermembranal. La inhibicion del sitio Qi con antimicina A provoca el
estancamiento de electrones en la UQ' en el sitio Qo, lo que propicia su fuga hacia el oxigeno y la
produccion de O,+—. Ademas, la inhibicién por antimicina A hace que aumente la relacion QH-/Q, lo que
promueve la transferencia reversa en el complejo Il. La produccion de superoxido del sitio Qo puede
inhibirse con el uso de mixotiazol, estigmatelina u otros inhibidores especificos del sitio Q,!°* %7, Se ha
reportado en corazon isquémico, la lesion por isquemia/reperfusién miocérdica provoca una lesién

oxidativa en el complejo I, lo que aumenta la producciéon de ERO por el complejo 11119,

Por otro lado, estudios recientes indican que la Acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga (LCAD)
puede ser una fuente importante de H»O. en el higado. Durante la B-oxidacion, la acil-CoA
deshidrogenasa cataliza el primer paso de la oxidacion de &cidos grasos mitocondriales, LCAD es la
encargada de metabolizar los acidos grasos de cadena larga (de 12 a 22 carbonos) como el C16:0. La
participacion de LCAD en la formacion de H.O; hepatica usando Pal-CoA fue confirmada mediante el
uso de ratones knockout para LCAD -/- los cuales producen significativamente menos ERO que ratones
wild type. Por otro lado, se ha descrito que la LCAD esta regulada a la baja en varios canceres humanos,
incluyendo el carcinoma hepatocelular. La restauracion de la expresion de LCAD en células HepG2
aumenta considerable la generacion de H>O» en presencia de Pal-CoA, por lo cual se sugiere que LCAD

puede tener un papel importante en la patogenia de las enfermedades hepaticas®®.

Del mismo modo, Kakimoto y colaboradores (2015) observaron que las mitocondrias de animales
tratados con una dieta alta en grasas durante una semana, generaban mayor cantidad de H.O, al
utilizar Pal-CoA como sustrato oxidante, pero no hubo cambio al utilizar otros sustratos como piruvato
0 succinato, lo que los llevo a pensar que el aumento en los ERO provenia directamente de la oxidacién
de acidos grasos. Por lo cual, investigaron la generacion de H,O, por la deshidrogenasa de acil-CoA
de cadena muy larga (VLCAD), responsable de la oxidacion de acidos grasos de cadenas de 14 a 24
carbonos. Encontraron que la VLCAD humana recombinante, puede generar H;O directamente
utilizando Pal-CoA como sustrato y que su generacion es dosis dependiente, ademas, atribuyeron una
actividad oxidasa parcial a la VLCAD debido a que detectaron la formacion de H,O, en ausencia de

superéxido dismutasa afadida en sus analisis!'®.
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Estrés oxidante en el HGNA.

El estrés oxidativo, es el resultado del desequilibrio entre la generacion de ERO y la defensa
antioxidante, lo que a su vez provoca alteraciones en la sefalizacién y regulacion redox, asi como dafio
molecular y celular. En afios recientes se ha considerado como un componente novedoso del SM,
debido a la evidencia experimental que muestra que el estrés oxidativo, junto con las condiciones
inflamatorias cronicas, son el ntcleo del desarrollo de las enfermedades metabodlicas, ademas, de estar

relacionado con el desarrollo de HGNA?,

Al respecto, se ha descrito que las ERO en altas concentraciones, pueden desencadenar la progresion
de la enfermedad del HGNA. En un estudio pediatrico se reportd que la dieta rica en fructuosa, estimula
la activacion de la lipogénesis de novo y bloquea la oxidacion de los acidos grasos'!?. Durante el
metabolismo de la fructosa por la fructocinasa C aumentan los niveles de acido Urico, cuyos efectos
pro-oxidantes y pro-inflamatorios promueven el proceso lipogénico en el higado, ademas favorecen la
disfuncién mitocondrial, agotando la produccién de ATP y suprimiendo la oxidacion de los lipidos, lo

gue aumenta la produccién de ERO y la progresion del HGNA®,

Por otro lado, las dietas altas en grasa que comunmente contienen alrededor de 45% a 75% de la
ingesta total de calorias basada en grasa® desencadenan la disminucién en la produccién de ATP, el
potencial transmembranal (Ay) y en consecuencia, el aumento en la generacion de ERO4. Del mismo
modo, se ha reportado que la dieta alta en colesterol durante 30 dias es capaz de inducir disfuncion
mitocondrial, a través de un marcado aumento en la generacion de O»*— y H,O,, favoreciendo el

establecimiento del HGNA y su posible progresion a EHNAM,

La sobrecarga de AGNE tanto a nivel citosélico como a nivel mitocondrial, conduce a un aumento en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, promoviendo la disipacién del Aw, en consecuencia,
disminuye la sintesis de ATP lo que resulta en disfuncién mitocondrial y una mayor generaciéon de
ERO1¢, Al respecto, se ha documentado que la dieta occidental promueve la acumulacion de lipidos
tanto en humanos como en modelos experimentales, aumentando en gran manera su oxidacion y por

consiguiente la exacerbacién en la formacién de ERQ" 9 114,115,117, 118, 119, 120

Las ERO a nivel hepatico inducen tanto el inicio como la progresion de la RI. La sobreproduccion de
ERO esta asociada con mayor activacion de la proteina cinasa activada por monofosfato de adenosina
(AMPK) y de las MAPK, como la cinasa N-terminal c-Jun (JNK). El mecanismo propuesto es que una
vez activa la JNK es capaz de fosforilar al receptor IRS-1 en mdltiples residuos de serina, lo que

promueve su degradacion proteosomal y favoreciendo a su vez la RI'?1 122,
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Ademas, se han reportado diferentes marcadores de estrés oxidante tanto en pacientes como en
modelos experimentales de HGNA, tales como los productos de la peroxidacion lipidica (MDA, 4-HNE,
hidroperéxidos, 8-isoprostano), productos de oxidacion de proteinas (carbonilacion de proteinas,
nitrotirosina), productos de oxidacién de ADN (8-OH-dG) 2% 124, | a incubacion de células hepaticas con
acidos grasos saturados como el C16:0, induce un aumento en la acumulacion de TGs y en la
generacion de ERO, debido a la disminucion del Aw y la produccion de ATP, lo que promueve la muerte
celular por apoptosis y finalmente la progresion de esteatosis simple hacia EHNAX.

El estrés oxidante juega un papel importante en el establecimiento y la progresion de la fisiopatologia
del HGNA, la exacerbacion en la generacién de ERO causada por la peroxidacion lipidica puede
desencadenar dafio en el ADN mitocondrial, oxidacién de proteinas, deterioro irreversible de funcion
mitocondrial lo que disminuye la produccién de ATP y, eventualmente, desencadena el proceso de

muerte celular y la progresion de la enfermedad hacia una EHNA.

Apoptosis.

La apoptosis 0 muerte celular programada es un proceso fisiolégico necesario para la homeostasis
morfogenética durante el desarrollo embrionario, asi como para la eliminacion de las células
senescentes o0 dafiadas. La apoptosis es inducida de forma extrinseca o intrinseca debido a diferentes
estimulos, no obstante, ambas vias conllevan a la activacién de la caspasas, la condensaciéon de
cromatina (picnosis), la ruptura del nucleo celular (cariorrexis) y la formaciéon de pequefias vesiculas
aparentemente intactas (cuerpos apoptoticos) que son captadas eficientemente por células vecinas con

actividad fagocitica y degradadas dentro de los lisosomas??®,

Via intrinseca o via mitocondrial. Es una forma de muerte celular programada que se activa por

perturbaciones del microambiente celular, incluyendo el dafio en el ADN, sobrecarga de Ca?* citosélico,

radiacion, toxinas, o por especies reactivas de oxigeno?°.

En condiciones fisiologicas cit-c interactia con la CL formando un complejo (CL—cit-c) a través de
interacciones electrostaticas e hidrofébicas con la CL. Se ha propuesto que una cadena de acilo de la
CL se une a un bolsillo hidrofébico del cit-c, lo que cambia la conformaciéon del grupo hemo este
citocromo, el cual en adquiere actividad de peroxidasa en presencia de H,O, cuando la relacion umbral
del complejo CL—ecit-c es de 5:1'%6:127 |a composicién de acidos grasos de las especies de CL puede
influir en la unién y el desdoblamiento del cit-c, y en la subsiguiente actividad del complejo CL—cit-c.

El tetra-oleil-CL promueve la actividad peroxidasa del cit-c sélo en presencia de H.O, mientras que el
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tetra-linoleil-CL promueve esta actividad en ausencia de H:0,, probablemente debido a los

hidroperdxidos lipidicos (LOOH) preexistentes'?.

La actividad peroxidasa del cit-c en las primeras etapas de la apoptosis también depende de la
naturaleza del reordenamiento estructural cerca del grupo hemo del cit-c. Por ejemplo, los residuos de
lisina en el sitio activo que regulan la interaccion con la CL y optimizan la actividad peroxidasa del
complejo CL—cit-c'?°, Una vez oxidada la CL se disocia de la MIM para posteriormente traslocarse a
la MEM, donde patrticipa en la insercién del poro BAX/BAK para la permeabilizacion de la MEM o como
lipido sefal para desencadenar la mitofagia, por su parte el cit-c queda de manera soluble en el espacio

intermembranal*?”: 1%,

El punto de no retorno en la via intrinseca es la permeabilizacion de la MEM, la cual esta regulada por
la familia de proteinas reguladoras del linfoma de células B-2 (Bcl-2). Cuando la proteina BID sufre una
escision forma a tBID, la cual se trasloca a la MEM e interactua directamente BAX y BAK induciendo
cambios conformacionales y la oligomerizacion de las proteinas formando un poro en la MEM,
posteriormente esto facilita la entrada de H-O y solutos lo que provoca un hinchamiento osmético y la
posterior liberacion de proteinas pro-apoptéticas como son el segundo activador mitocondrial de
caspasas (Smac), proteina de union directa a IAP con bajo pl (DIABLO), factor inductor de apoptosis

(AIF) y el cit-c soluble.

Posteriormente, el cit-c soluble puede salir al citoplasma para desempefiar su papel como una proteina
pro-apoptotica reclutando a la molécula adaptadora del factor activador de la peptidasa apoptética 1
(APAF-1), pro-caspasa 9 para formar al complejo llamado apoptosoma, que a su vez, escinde y activa

a caspasas ejecutoras (figura 6)*3 32,
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Apoptosoma
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Figura 6. Via intrinseca de activacién de apoptosis. A) Mecanismo propuesto de la liberacién del cit-c de las mitocondrias en la apoptosis.
El cit-c estd anclado a la MIM mediante interacciones electrostaticas e hidrofébicas con la CL, sin embargo, al aumentar la produccién de
H,O, debido al estrés oxidante se promueve la actividad peroxidasa del cit-c lo que conlleva la oxidacién de la CL. B) Permeabilizacién de la
membrana externa. El cit-c se desprende de la MIM manteniéndose soluble en el espacio intermembranal, por su lado, la CL oxidada migra
a la membrana externa donde facilita la insercion de las proteinas BAX y BAK, cuya funcion principal es la formacion de poros para la liberacion
en el citoplasma de proteinas pro-apoptéticas tales como el cit-c, Smac/DIABLO y AIF. C) Formacién del apoptosoma. Una vez liberado el
cit-c se une a APAF-1 y pro-caspasa 9 formando el cual es responsable de la activaciéon de las caspasas efectoras, como caspasa 3 para
desencadenar el proceso apoptético. B’) La formacion del PTPm. Alternativamente se puede promover la formacion del PTPm debido a una
exacerbacion en la produccion de ERO o una sobrecarga de Ca2+, lo que induce un hinchamiento osmético y finalmente la ruptura de la

membrana externa y liberando el contenido mitocondrial en el citoplasma.

Via extrinseca o0 de receptores. Esta via se regula por sefiales de estrés extracelulares las cuales se

detectan a través de receptores de membrana que amplifican la sefal para ejecutar el proceso
apoptaético. La via extrinseca esta regulada por los receptores y ligandos de la superfamilia del receptor
del factor de necrosis tumoral (TNFR), FAS, el receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado
con el factor de necrosis tumoral (TRAIL), o los receptores tipo Toll (TLR). La unién del ligando a su
receptor induce un cambio conformacional que expone a una secuencia conservada de 80 residuos

compartidos por todos los receptores llamado “dominio de muerte” (DD).

El DD sirve como un sitio de acoplamiento para otras proteinas pro-apoptéticas como la proteina del
receptor de cinasa 1 (RIPK1, mejor conocido como RIP1); la proteina FAS asociada a un DD (FADD)
y la procaspasa 8 o 10 formando un complejo de sefalizacion de muerte (DISC). Una vez formado el
DISC, activa a las caspasas iniciadoras, las cuales por medio de protedlisis activan a las caspasas

efectoras; por ejemplo, la caspasa 3 activa es capaz de viajar al nacleo y activar a la DNAasa activada
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por caspasa (CAD) la cual escinde la actina y promueve la fragmentacion del ADN, impidiendo la

expresion de genes de supervivencia amplificando asi la sefial apoptotica (figura 7).

Una de las caracteristicas fenotipicas de la apoptosis es la externalizacion de la fosfatidilserina, la cual
en condiciones fisiologicas esta restringida a la cara interna de la membrana plasmatica. Posterior al
inicio de la apoptosis, las caspasas activan a la escramblasa de fosfolipidos dando como resultado la
externalizacion de la fosfatidilserina, lo que sirve como marcador de la absorcién por fagocitos®3 34,

En los hepatocitos, la sefial de los receptores de muerte no suele ser suficientemente para activar
completamente el proceso apoptotico, por lo cual, la escision de BID por la caspasa 8 es crucial, ya
gue tBID actlia como un enlace entre la via extrinseca y la via intrinseca, donde la permeabilizacion de
la membrana externa mitocondrial desencadena la liberacién de factores apoptéticos mitocondriales

para activar completamente la maquinaria apoptética 1.

Extracelular

Intracelular

proCasp 8
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C) @ - \E2a E)
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Figura 7. Via extrinseca de apoptosis. A) Formacién del complejo DISC. La unién del ligando (Fas-L, Trail, TNFa) con el receptor de muerte
(TNFR, TRAIL, TLR) provoca un cambio conformacional del receptor y posterior union con las proteinas FADD y pro-caspasa 8 y asi formando
al complejo DISC. B) Activacion de las caspasas. La caspasa 8 es activada dentro del complejo DISC y esta a su vez, activa a las caspasas
ejecutoras (caspasa 3 o0 caspasa 7) para iniciar la apoptosis. C) Activacion de la proteina tBID. En hepatocitos la activacion de tBID por la
caspasa 8 es necesaria para amplificar la sefial apoptética mediante la permeabilizacién de la MEM. D) Activacion de la via intrinseca. La
liberacion del cit-c de la mitocondria induce la formacion del apoptosoma, que a su vez, activa a las caspasas efectores para activar

completamente el proceso apoptético
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Justificacion.

La obesidad es un factor de riesgo para la progresion del HGNA a enfermedades hepéaticas crénicas
como cirrosis, insuficiencia hepatica y hepatocarcinoma. En el higado, los AGNE son altamente
lipotéxicos, por lo cual, son rapidamente activados a acil-CoA para ser almacenados posteriormente en
forma de TGs en vesiculas lipidicas intracelulares como un mecanismo de proteccién contra la
lipotoxicidad. No obstante, en la obesidad, el exceso en la biodisponibilidad sistémica de TGs y de sus
precursores debido a un desbalance entre la lipogénesis y la beta-oxidacion favorece la lipotoxicidad
por un mecanismo que implica la generaciéon de ERO, la disfuncién mitocondrial y la muerte celular. En
un modelo de SM inducido por alto consumo de sacarosa existe una asociacion entre el aumento de la
concentracion de los AGNE y la generacién de ERO en mitocondrias aisladas de higado. Sin embargo,
la liberacion del cit-c en mitocondrias aisladas del modelo con SM esta disminuida probablemente al
enriquecimiento de la CL en C16:0, &cido graso saturado que le confiere mayor resistencia a la
lipoperoxidacion, mecanismo implicado en la disociacion del cit-c de la CL. El cambio en la composicién
lipidica de la CL puede ser debido una mayor biodisponibilidad de C16:0 y Pal-CoA tanto a nivel
citoplasmico como mitocondrial. Por lo tanto, es de gran interés investigar el efecto del Pal-CoA y del
C16:0 sobre la funcion mitocondrial, la generacién de ERO y su efecto sobre la liberacion de cit-c, asi

como la composicion de la CL en mitocondrias aisladas de higado de un modelo de SM.
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Hipotesis.

En el modelo de sindrome metabdlico (SM), la acumulacion excesiva de C16:0 y Pal-CoA en
mitocondrias de higado induce cambios en la funcion mitocondrial y estructurales en la CL lo que afecta
el proceso la liberacion del cit-c y el proceso apoptético en el higado.

Objetivos.

Objetivo general.

* Evaluar el efecto del sustrato de la B-oxidacion, el Pal-CoA, tanto en la funcién mitocondrial
como sobre la liberacion de cit-c en mitocondrias de higado de un modelo de SM.

Objetivos Particulares.

Utilizando mitocondrias aisladas de higado de ratas, se evaluara el efecto de Pal-CoA sobre:

¢ la funcion mitocondrial.
e la generacion de ERO.
e el proceso de liberacién de cit-c y la apoptosis.

¢ la composicion lipidica de la CL
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Metodologia.

Desarrollo del modelo experimental.
Los experimentos con animales fueron aprobados por el Comité de Laboratorio y Cuidado Animal del

Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez y se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices
éticas de la institucion para la investigacion con animales. Se utilizaron ratas machos recién destetados
de la cepa Wistar, de 28 dias de edad con un peso aproximado de 65 + 5 g, se mantuvieron en un ciclo
de luz-oscuridad de 12:12 y se formaron dos grupos al azar, de 6 animales cada uno. El grupo control
recibié agua potable, mientras que el otro grupo recibié agua potable que contenia 30% de sacarosa
durante 24 semanas con la finalidad de desarrollar los parametros clinicos del SM*¢, Ambos grupos de
animales se alimentaron con una dieta solida ad libitum (férmula de dieta de laboratorio 5001, Ralston
Purina Corp., St Louis, MO). El consumo de alimento (g dia™ ratal) y agua (ml dia* rata) se monitored
cada 2 dias durante la Gltima semana del periodo experimental. La ingesta calérica individual (kJ dia®
rata) se evalu6 a partir de la ingesta de alimentos y sacarosa. Después de 24 semanas de tratamiento,

las ratas se mantuvieron en ayunas durante la noche y se sacrificaron al dia siguiente.

Obtencién de muestras biolégicas.

Después de una noche de ayuno, los animales fueron decapitados. La sangre se colectd
inmediatamente en un tubo que contenia 10 mM K-EDTA y se centrifug6 a 600 x g durante 10 minutos
a 4°C. El plasma se complementé con 0.005% de BHT (butil-hidroxil-tolueno) como antioxidante y se

almacené a -70 ° C hasta que se pudo realizar el analisis de lipidos.

Preparacion de las mitocondrias.

Después de sacrificar a los animales, el higado se extrajo rapidamente y se coloc6 en una solucion A
gue contiene 250 mM sacarosa, 10 mM Tris-base, 1mM EGTA, pH 7.4 y se mantuvo a 4°C. El higado
se homogenizé en 30 ml de solucién A en un homogenizador tipo Potter de vidrio. EI homogenizado se
centrifugd a 600 x g durante 10 min a 4°C para sedimentar el tejido conjuntivo y los restos celulares
insolubles. Se recuperé el sobrenadante y se centrifugé a 8000 x g durante 10 min a 4°C para obtener
la fraccidbn mitocondrial. El botén resultante se suspendidé en una solucion B que contiene 250 mM
sacarosa, 10 mM Tris-base, pH 7.4, suplementada con albumina de suero bovino (ASB) al 0.1% y se
incub6 durante 10 min a 4°C. Después de la incubacion, se adicionaron 20 ml de solucién B y se
centrifugd a 8000 x g durante 10 min a 4°C. La fraccion mitocondrial se suspendi6é en 1 ml de solucién

B sin ASB y las muestras se mantuvieron a 4°C durante los experimentos’.
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Determinacién de proteina.

La proteina tanto en homogenizado como en mitocondrias, se cuantificé con el método de Lowry
modificado®®’. Brevemente, se prepararon tres soluciones: Soluciéon A (NaOH al 1%), Solucién B
(C4H4sKNaOg-4H20 al 1%) y Solucién C (CuSO4 al 0.5%); se hizo una mezcla (Solucién D) que por cada
mililitro de Solucion A contenia 10 pl de Solucion B y 10 pl de Solucion C (v/v). Se realizé una dilucién
1:100 del extracto mitocondrial y del homogenizado total en una solucién fisiolégica de NaCl al 0.9%;
de ésta solucién se tomaron 100 pl y se adicionaron 800 ul de la Solucién D por duplicado y se agitaron

con vortex.

Se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron 100 pl de
Folin 1IN (SIGMA) y se incubaron las muestras en oscuridad durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Paralelamente se realizé una curva de calibracién utilizando albdmina de suero bovino a 0,
10, 20 40 y 60 pg las cuales fueron tratadas de la misma forma que las muestras. Al terminar la
incubacién con Folin se registré la absorbancia en un espectrofotometro a 750 nm. La curva de
calibracién que corresponde a la absorbancia en funcién de las concentraciones de ASB es lineal y
obedece a la ley de Beer Lambert, lo que permitié determinar la concentracion de proteina presente en

las muestras de mitocondria y homogenado.

La grasa intraabdominal, en exceso es una caracteristica importante del SM, un marcador de Rl y
una fuente de AGNE. En este trabajo, el tejido adiposo se diseccion6 de la cavidad retroperitoneal,
alrededor de ambos rifiones y se pes6 inmediatamente. La grasa inguinal, duodenal y subcutanea no

se incluyeron en este procedimiento.

Extracciéon y analisis de acidos grasos no esterificados.

Los AGNE fueron extraidos de la suspension enriguecida con mitocondrias o de homogeneizado total
de higado de animales controles y con SM. La extraccion se realizd6 segun el método de Folch!®®

brevemente:

Extraccion: A 10 mg de proteina se adicionaron 10 ug y 100 ug de acido heptadecanoico (C17:0),
como estandar interno. El volumen se ajustd a 1 ml con solucion salina al 0.9% y se adicionaron 2 ml
de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1 v/v) que contiene 0.002% de BHT (SIGMA); se agit6 con
vortex durante 30 segundos. Las muestras se centrifugaron a 600 x g durante 3 minutos y se recupero
la fase orgénica (cloroformo); este paso de extraccion se repitid6 dos veces. A la fase orgéanica, se le
adicionaron 200 pl de metanol para clarificar la muestra y sulfato de sodio anhidro para eliminar los
residuos de agua. Las muestras fueron filtradas a través de algodon para eliminar el exceso de sulfato
de sodio. Posteriormente se evapor6 el metanol y cloroformo con gas nitrégeno de alta pureza. Todos
los pasos, excepto la evaporacion, se realizaron en hielo.
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Derivatizacién: Posteriormente, al residuo lipidico se le adicioné 1 ml de metanol con 0.002% de BHT,
100 pl de 2, 4-dimetoxipropano (SIGMA) y 10 ul de acido sulfarico (SIGMA); se agité con vortex durante
30 segundos y se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos, con agitacién cada 5 minutos.
Para detener la reaccion, se colocaron las muestras en hielo y se agregd 1 ml de solucion salina al 5%,
2 ml de hexano, se agitd con voértex durante 30 segundos y las muestras se centrifugaron a 600 x g
durante 2 minutos. Se recuperoé la fase orgénica y se evapor6 el hexano con gas nitrégeno de alta

pureza a temperatura ambiente®*® con modificaciones de nuestro laboratorio#°.

Cromatografia de gases: Los ésteres metilicos de los AGNE se disolvieron en 50 pl de hexano, se
agitaron con vortex y se analizaron con un cromatografo de gases marca Shimadzu modelo GC-8A
equipado con un detector de ionizacién por flama y una columna SP2330 (30 m x 0.25 mm DI, Supelco).
La temperatura del inyector y la columna fueron de 250°C y 170°C respectivamente, se utilizé gas helio
como acarreador de la muestra a una presion de 2 kg/cm2. Los picos de cada acido graso fueron
identificados tomando en cuenta el tiempo de retencién para cada uno y fueron cuantificados con un

estandar interno calculando el area de éste.

Consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas.

El consumo de oxigeno se midié con un electrodo tipo Clark. Se incubaron 0.5 mg/ml de proteina
mitocondrial a 30°C en un medio que contenia 25 mM KCI, 10 mM HEPES (pH 7.4), 10 mM EGTA, 2
mM K>HPO4, 5 mM MgCl,. El consumo de oxigeno se evalué tanto con el flujo de trasporte de electrones
directo como el inverso al energizar a las mitocondrias con piruvato/malato (5/3 mM) o succinato (5
mM), respectivamente. Se afladid ADP (250 uM) para evaluar el estado Il (consumo de O; acoplada a
la sintesis de ATP). El estado IV corresponde a la captacion de oxigeno después de agotarse el ADP.
También se evalué el consumo de oxigeno en presencia de succinato con Pal-CoA y C16:0 como

sustratos de la 3-oxidacion, para evaluar su efecto sobre el control respiratorio.

Liberacion de cit-c de mitocondrias aisladas de higado.

Se incubaron 500 pg de proteina mitocondrial en 500 ul de una solucién que contiene 150 mM sacarosa,
50mM de KCI, 5mM de Tris, 10 yM de EGTA y 250uM de KH,PO, durante 10 min a 30°C en agitacion
constante en presencia o ausencia de Pal-CoA (5 uM, 10 uM y 20 uM), succinato (5 mM), catalasa,
tioridazina y ciclosporina A (CsA) a diferentes concentraciones (ver figuras). Después, de este tiempo,
las muestras fueron centrifugadas a 8000 x g durante 10 min a 4°C, se recupero6 el sobrenadante y se
filtré a través de una membrana de PVDF (0.45 um) y el contenido de cit-c se determiné mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) equipado con un detector UV/Vis. El cit-c fue separado
de otras moléculas por medio de una columna de fase reversa Delta Pack C4 de 300 A con particulas

de 5 ym (3.9 x 150 mm, Waters) utilizando un gradiente de una fase movil compuesta de soluciéon A
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gue contiene H>O y 0.1% de &cido trifluoroacético (TFA) y solucién B que contiene acetonitrilo-H,O (80-
20, v/v) y 0.1% TFA durante 20 min. El cit-c se detectdé a una longitud de onda de 393 nm. La
cuantificacion del cit-c se realizd por medio de una curva estandar utilizando cit-c de corazén de bovino
como estandar (SIGMA).

Cuantificacién de la generacién de H,O; en mitocondrias aisladas

Las mitocondrias (0.250 mg/ml) se incubaron en el amortiguador de reaccion para liberacién de cit-c
(150 mM sacarosa, 50mM de KCI, 5mM de Tris, 10 uM de EGTA y 250uM de KH,PO4), 10 uM Amplex
Red, y 1 U/ml de peroxidasa de rabano para la amplificacion de la sefial fluorescente por transferencia
de electrones de la peroxidasa al Amplex Red durante la reduccion de H;O2, que se produce por
dismutacion del anién superéxido’. La oxidacién de Amplex Red por H>O- (1:1) produce resorufina, la
cual es fluorescente y se detecta en un espectrofluorémetro Perkin-Elmer LS50B, usando una cubeta
de cuarzo con agitacion magnética a 30°C. Las mitocondrias se incubaron con Pal-CoA a diferentes
concentraciones (2.5 uM, 5 pM, 10 yuM y 20 uM) o succinato (10 mM). La oxidacién de Amplex Red se
midié a 589 nm / 569 nm como longitudes de onda de excitacion / emision, respectivamente. La
velocidad de generacion de H,O; por las mitocondrias se evalué por medio de una curva de cantidades
conocidas de H,O.. Ademas, se evaluo el efecto antioxidante de la catalasa; el inhibidor de la palmitoil-
CoA oxidasa persoxisomal, la tioridazina y la CsA a diferentes concentraciones (ver figuras) sobre la

generacion de H.O,, dicho proceso se examind utilizando el mismo amortiguador.

Capacidad de retencién de calcio mitocondrial.

Las mitocondrias (0.250 mg/ml) se incubaron en el amortiguador para liberaciéon de cit-c (150 mM
sacarosa, 50mM de KCI, 5mM de Tris, 10 uM de EGTA y 250uM de KH,PO. pH 7.4), se afiadieron
100nM de Calcium Green-5N (Thermo Fisher Scientific) y se incub6 durante 1 minuto. Posteriormente
se energizé la mitocondria con 5mM de succinato y se afadio repetidamente CaCl, (concentracion final
de 5uM por adicion) a intervalos de 1 minuto hasta la induccién de la transicién de la permeabilidad. El
experimento se realiz6 en presencia o ausencia de Pal-CoA (2.5 uM, 5 uM y 10 uM), C16:0 2.5 uyM y
en presencia de 5 pyM CsA, ADP 250 uM para inhibir la apertura del PTPm. También se realizaron
ensayos con catalasa (100 U / ml) y tioridazina (25 uM) para investigar la implicacién de ERO en la
apertura del PTPm. La fluorescencia del Calcium Green-5N se midio en un espectrofluorometro Perkin
Elmer LS50B con longitudes de onda de excitacion y emision fijadas a 506 y 532 nm, utilizando una
cubeta de cuarzo agitada magnéticamente a 30 -C. Posteriormente, se agregaron concentraciones
saturadas de Ca?* y EGTA al final de cada experimento para obtener la fluorescencia Fmax y Fmin
respectivamente, para calcular la concentracion de Ca?" dentro de las mitocondrias que sirve para
calcular la capacidad de retencién de calcio de las mitocondrias (CRC = n * [ Ca?'] * mg™ de proteina)
como describe Amigo, |. y colaboradores (2017), donde n es el nUmero de adiciones de calcio antes de
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la induccién de PTPm. La concentracion de Ca?" se determiné de acuerdo con la formula: [Ca?'] = Kd
* (F - Fmin) / (Fmax - F) 141, donde F es la pendiente de fluorescencia después de una adicion de 5 uM
de Ca?'. La constante de disociacién (Kd) es una medida de la afinidad de la sonda por el calcio, se

utilizé una Kd de 14 pM segun lo informado por el fabricante.

Andlisis de proteinas por inmunorréplicas tipo Western Blot.

Se separaron 80 ug de proteina mitocondrial usando geles de poliacrilamida-SDS al 8% o 13% (SDS-
PAGE) segun la masa molecular de la proteina a analizar. La electroforesis se realizé a 120 V durante
3 horas en un amortiguador de corrida que contenia 25 mM Tris, 192 mM glicina 'y 0.1% SDS, pH 8.3.
A continuacion, la proteina en los geles, se transfirié en una membrana de difluoruro de polivinilideno
(PVDF, Immobilon-P, Millipore) en una solucién que contenia 25 mM Tris, 192 mM glicina y 10% de
metanol a pH 8.5, durante 60 minutos a 350 mA. Posteriormente, las membranas se bloquearon con
leche libre de grasa al 5 % en TBS-Tween (10 mM Tris, 10 mM NaCl y 0.1% de Tween-20) durante 2
horas a temperatura ambiente. Finalizado este tiempo, las membranas bloqueadas se incubaron
durante la noche a 4 -C en el mismo amortiguador TBS sin Tween que contiene el anticuerpo primario,
VDAC (Santa Cruz Biotechnology CA) en una dilucién 1:200; ANT (Santa Cruz Biotechnology CA) y
ciclofilina D (Santa Cruz Biotechnology CA) en una diluciéon 1:500, (Santa Cruz Biotechnology, CA);
anti-cyt-c (Santa Cruz Biotechnology CA), anti-Ciclofilina D (Abcam, ab54496-50), anti-ANT (Genetex,
GTX42859) y anti-COX IV (Abcam,ab131177) los cuales se utilizaron como control de carga en una
dilucién 1:1,000 durante toda la noche a 4°C. Las membranas fueron lavadas con TBS-Tween y se
incubaron con peroxidasa de rabano picante conjugada con IgG anti-ratén, anti-cabra o anti-conejo,
dependiendo del anticuerpo primario usado en una diluciéon 1: 5,000. Al finalizar este tiempo, las
membranas fueron lavadas y se visualizaron las bandas por quimioluminiscencia utilizando un sistema
de revelado (Millipore). Las membranas finalmente se expusieron a placas radiograficas Kodak Biomax
ML. Finalmente las bandas en las placas radiograficas se analizaron con un foto-documentador GelDoc

(UVP, Inc, Upland, CA, E.U.A)) y la cuantificacion se hizo con el software Image Quant (GE Healthcare).

Andlisis de la CL por espectrometria de masas.

Diez miligramos de proteina mitocondrial se trataron con C16:0 20 uM o Pal-CoA durante 10 min. Una
vez finalizada la incubacion, se extrajeron los lipidos de las mitocondrias utilizando cloroformo-metanol
(2: 1, v/ v) en presencia de 20 nmol de tetra-meristoil-CL ((C14: 0).CL) como estandar interno, segun
la técnica de extraccion de Folch modificado®®. Los extractos de lipidos totales se secaron bajo una
corriente suave con gas nitrégeno de alta pureza y se almacenaron a una temperatura de - 20°C hasta
su analisis. Los extractos lipidicos se suspendieron en 200 pl de hexano-isopropanol (3: 2, v/ v) que
contenian acetato de amonio 5 mM y se inyectaron mediante infusion directa en un espectrémetro de
masas (MS) equipado con ionizacién por electropulverizacion (ESI) (Bruker, Billerica, MA, E.U.A.). El
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caudal de infusion de la muestra fue de 5 pl / min y la aguja operdé a 3 kV en modo negativo. El flujo de
gas de secado de nitrdgeno se mantuvo a 8 | / min a 200 -C. La fuente de iones y los parametros de
voltaje de iones se optimizaron con respecto a los iones negativos del CL estandar. Los datos de MS
se recopilaron en el modo de escaneo completo en el rango de 600 a 2500 m / z (relacion masa/ carga).

Tabla Il. Distribucion relativa de las principales especies de CL

observadas en mitocondrias aisladas

Contenido de Composicion de AGNE de la m/z
carbon en la CL CL
C68 (C16)2(C18), 1400 — 1404
C70 (C16)1(C18)s 1424 — 1428
C72 (C18), 1448 — 1452
C74 (C18)3(C20); 1474 - 1478

Los AGNE correspondientes a C16 podrian ser acido palmitico o palmitoleico; C18 corresponde a &cido

oleico o linoleico, y C20 es consistente con acido araquidénico.

Degradacion de ADN gen6mico como marcador de la apoptosis.

Se utilizaron 100 mg de higado de animales controles y con SM y se realizé la extraccion del ADN
mediante la homogenizacion de las muestras en amortiguador de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, EDTA
1 mM, Triton X-100 al 0.2%) y se incubaron las muestras durante 10-15 minutos en hielo.
Posteriormente se centrifugaron las muestras a 14000 x g durante 10 minutos a 4°C y se recolecté el
sobrenadante en un nuevo tubo al cual se le agregé proteinasa K en una concentracion 0.1 mg/mly se
incubd 2 horas a 55°C. Se agreg6 1 volumen (aproximadamente 500 pl) de PCI (fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico 25: 24: 1) y se mezcl6 suavemente por inversion durante 2 min. Al termindé se
centrifugaron las muestras a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C, al terminar la centrifugacién se tomo
la fase acuética que contiene ADN + ARN y se transfirio a otro tubo. A la solucion de ADN acuoso se
le agregaron 100 pl de acetato de sodio 3 M (pH 5.2), y se mezcld por vortex y posteriormente se
agregaron 700 ul de alcohol isopropilico, finalmente, las muestras se incubaron a una temperatura de
-20 °C durante 12 horas.
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Las muestras se centrifugaron a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C; para descartar el sobrenadante.
Al precipitado se le agreg6 0.5 a 1 ml de etanol al 70% y posteriormente se centrifugaron las muestras
de 5 a 10 minutos a 12000 x g a 4°C. Se descartd el sobrenadante y los botones se secaron a
temperatura ambiente durante 5-10 minutos, los botones resultantes fueron resuspendidos en 50-100
pl de amortiguador TE (100 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA). Finalmente se agreg6 1 pl de RNasa A
(solucién madre de 10 mg/ml) y se incubd la muestra 30-60 min a 37 °C. Posteriormente, el botén se
resuspendié en colorante de carga para gel de ADN 6X (Thermo Fisher Scientific, 10 mM Tris-HCI pH
7.6, 0.03 % azul de bromofenol, 0.03 % xileno cianol, 60 % glicerol, 60 mM EDTA) antes de analizar
las muestras por electroforesis en geles de poliacrilamida al 5%%? en amortiguador TBE 10X Invitrogen
(1M Tris, 0.9 M de acido bdrico, 0.01 M EDTA pH 8.4). Finalmente se incubd en gel con bromuro de

etidio 10mg/ml durante 10 minutos y observé el ADN tefiido en un transiluminador.

Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SigmaPlot version 11 (Systat Software
Inc, CA, E.U.A). Todos los valores del presente estudio estdn expresados como la media + error
estandar (EE). Las diferencias entre los grupos se determinaron mediante ANOVA de una via para las
variables seleccionadas seguidas de la prueba ad hoc de Tuckey. El nUmero animales utilizados para
cada andlisis se indica en las notas al pie de la figura y la tabla. Las diferencias de medias de grupo se
consideraron significativas cuando p <0.05.
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Resultados.

Caracteristicas generales de los animales.

Al finalizar las 24 semanas de tratamiento, se realiz6 una evaluacion de pardmetros clinicos-
metabdlicos con la finalidad de confirmar el establecimiento del SM, previo a la obtencién de muestras
biol6gicas para las posteriores rondas experimentales. Se observé que los animales con SM
presentaron una disminucion en la ingesta de alimento solido (p<0.05) con respecto al grupo de
animales control. Sin embargo, no hubo diferencia significativa en la ingesta de agua entre ambos
grupos. La ingesta caldrica calculada a partir de alimentos y agua fue mayor para ratas con SM con

respecto al grupo control (p<0.05).

Por otro lado, la ingesta de sacarosa al 30% en el agua de bebida indujo un aumento en el peso corporal
(P<0.05) y en la grasa intra-abdominal (P<0.001). Estas alteraciones se asocian directamente con un
aumento de los triglicéridos plasmaticos en animales con SM (P<0.001), sin presentar cambios en la
glucosa ni en el colesterol (tabla 1ll). Todos los cambios observados en los animales tratados con

sacarosa son marcadores clinicos del SM*3.

Tabla lll. Caracteristicas generales de los animales

Variables Control SM

Peso Corporal (9) 4855+ 11.1 559.6 + 22.4*
Grasa intra-abdominal (g) 401+04 21.03 £ 2.6**
Glucosa plasmatica (mg/dl) 114.76 £ 4.7 101.9+9.2
Triglicéridos plasmaticos (mg/dl) 58.5+4.8 132.6 + 10.4**
Colesterol (mg/dl) 61.6 +4.5 58.2+4.8
Ingesta de alimentos (g / dia / rata) 23.6+26 146+3.7*
Ingesta de agua (ml / dia / rata) 45.6 £5.7 43.6+4.8
Aporte energético (kcal / dia/ rata) 313.4+10.7 375.3 £9.5*

Los valores estan expresados como la media + EE (n= 8 animales diferentes). Los valores fueron obtenidos al final de 24
semanas de tratamiento. Diferencia significativa del grupo control vs SM *(P<0.05); **P<0.001
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Alteraciones de AGNE hepéticos en mitocondrias aisladas de rata con SM.

Para evidenciar la acumulaciéon de lipidos hepaticos el cual es el sello distintivo del HGNA3® 3! se
evalud la concentracion de algunos AGNE, tanto en homogenado total como en mitocondrias aisladas
de higado de rata. La tabla IV muestra un aumento en la concentracion del &cido palmitico (C16:0)
(P<0.05), del acido oleico (C18:1) (P<0.001), ademas de deteccion de &cido palmitoleico (C16:1) en
mitocondrias aisladas de higado con SM con respecto a los controles. Por el contrario, se encontré una
disminucion en los niveles de los &cidos grasos poliinsaturados; como el &cido linoleico (C18:2)
(P<0.05) y en el acido araquidénico (C20:4) (P<0.001) en mitocondrias de animales con SM en

comparacion con los controles.

En homogenado total de higado se observa un aumento 10 veces mayor en la concentracion de C16:1
(P<0.05) y un aumento en la concentracién de C18:1 (P<0.05) en SM con respecto a control, no
obstante, no se encontrd diferencia en las concentraciones de &cidos grasos poliinsaturados. Con
respecto a la cantidad total de AGNE resultante de la suma de todos los acidos grasos identificados,
se observa un aumento de 50% en los AGNE totales en los homogeneizados de higado de ratas con
SM en comparacion con los controles (p <0.05). Sin embargo, en la fraccion mitocondrial no se

observan cambios significativos.

Tabla IV. Composicién de AGNE en mitocondrias y homogenado de higado

Mitocondrias Homogenado de higado

Acido graso Control SM Control SM
Palmitico 9.02 + 3.68 17.03 £ 5.8* 29.8+£15.3 358+6.1
Palmitoleico ND 1.02 £ 0.79** 0.6 £0.5 6.3+2.1*%
Estearico 17.28 £ 14.17 10.91 £ 2.58 12.2+ 3.8 13.3x24
Oleico 221+11 5.61 + 1.52** 111+ 6.5 32.1 + 8.5*
Linoleico 10.56 £ 8.11 4.81 +2.02* 143+ 8.4 179+ 6.4
Araquiddénico  14.82 £9.73 6.27 £ 1.77** 10.2 5.6 119+ 3.7

Total AGNE 53.92 + 28.28 45.67 £ 9.53 785+11.4 117.5 £ 27.6*

Los valores estan expresados como la media + DE y representan nmol/mg de proteina (n= 6 animales diferentes). Los
valores fueron obtenidos al final del periodo de tratamiento. Diferencia significativa del grupo control vs SM *(P<0.05);
**P<0.001. ND: no detectado.

El aumento en la concentracion del acido palmitico, palmitoleico y oleico refleja una alta actividad
lipogénica debido al exceso de consumo de sacarosa. Ademas, el modelo presenta RI*3 que se asocia
con una mayor actividad lipolitica en el tejido adiposo, que se refleja en un aumento de AGNE

circulantes en torrente sanguineo’.
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El Pal-CoA afecta el estado Il de larespiracion mitocondrial.

Se ha reportado que el aumento en la concentracion de C16:0 a nivel hepatico y mitocondrial, puede
promover la disfuncién mitocondrial® 1% 1% 12 asimismo, en mitocondria aislada de nuestro modelo de
SM se encontré un aumento en la concentracion de C16:0, por lo cual se evalué la funcién mitocondrial
tanto en condiciones basales, como en presencia 0 ausencia de C16:0 y de su producto de activacion,
el Pal-CoA.

El consumo de oxigeno en mitocondrias oxidando tanto succinato como glutamato/malato en presencia
de ADP (estado Ill) y después de la deplecién de ADP (estado IV) no presenté diferencias significativas
entre las mitocondrias SM y control, tampoco se observaron cambios en el control respiratorio (CR), el
cual es representado por el cociente del consumo de oxigeno durante el estado Ill y el estado IV y es
un indicador del estado funcional de las mitocondrias aisladas.

Sin embargo, cuando se agreg6 Pal-CoA a las mitocondrias oxidando succinato, el consumo de
oxigeno disminuy6 en el estado Il (p <0.05), mientras que el estado IV no mostré cambios significativos,
lo que resulté en una disminucién en el CR (p <0.05). Por otro lado, el C16:0, 4cido graso precursor del
Pal-CoA no mostro ningun efecto sobre el consumo de oxigeno ni en mitocondrias controles ni en SM
(tabla V).

Tabla V. Consumo de Oxigeno

Estado Il Estado IV Control respiratorio
naAtO/min/mg naAtO/min/mg
Substratos C SM C SM C SM
G/M 112.4 £ 48.5 120 £48.1 23.8+£6.7 29.2+3.6 49+2 41+16
Succ 183.8 £ 35 198.9 + 30.6 432+98 | 55.1+15.2 | 4623 4+19
Succ + Pal- 113.5+£30.6* | 127.5+36.4* | 48.6+16.8 | 60.5+234 | 24+£0.6* | 2.2+0.4*
CoA (10uM)
Succ + C16:0 154.6 £ 17.6 168.6 + 76.8 49.7+16.2 | 55.1+128 | 3.6+1.8 312
(10pM)

El consumo de oxigeno por las mitocondrias se expresa como nmol-min-1-mg-1 de proteina, y fue realizado en presencia de 5 mM
de succinato, 5mM de glutamato, 5mM de malato, 5 mM de succinato con 10uM de Palmitoil CoA y 5 mM de succinato con 10uM de
C16:0. El control respiratorio (CR) corresponde al cociente del estado Il entre el estado IV. *P<0.05 C Succ vs C Succ + Pal-CoAy
** P<0.05 SM Succ vs SM Succ + Pal-CoA. Los valores estan expresados como la media + DE (n= 6 animales diferentes).
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El SM reduce la liberacion de cit-c en mitocondria aislada de higado de rata.

La liberacién de cit-c desde el espacio intermembranal hacia el citosol es un proceso crucial para
desencadenar el proceso apoptotico, por lo tanto, se evalué la liberacion de cit-c en presencia de
succinato. La figura 8 muestra que hay una disminucion del 40% en la liberacion de cit-c en el grupo
con SM con respecto al control en condiciones basales (P <0.001). En presencia de succinato, la
liberacion de cit-c aumenta de manera significativa en ambos grupos experimentales, no obstante, las
mitocondrias de animales con SM siguen liberando una menor cantidad de cit-c con respecto al grupo
control (P <0.001).
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Figura 8. Liberacién de cit-c en presencia de 5 mM de succinato como sustrato
oxidante. Los valores estdn expresados como la media + EE (n= 6 animales
diferentes). & P<0.001 corresponden a control vs SM; * P<0.05 corresponde a C basal

vs C + succinato; # P<0.001 corresponde a SM basal vs SM+succinato.
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Aumento en laliberacion de cit-c en mitocondria aislada en presencia de Pal-CoA.

En la literatura se ha reportado la acumulaciéon de Pal-CoA en enfermedades metabdlicas tales como
la diabetes y la obesidad 4+ 145, En nuestro modelo de SM confirmamos la acumulacién mitocondrial
de C16:0, precursor del Pal-CoA, por lo cual, se evalué el efecto de este ultimo sobre el proceso de
liberacion de cit-c en mitocondrias aisladas de animales controles y con SM.

Se observa que el Pal-CoA induce un aumento en la liberacion del cit-c en ambos grupos
experimentales de manera dosis dependiente, siendo mayor a concentraciones altas (10 y 20 yM)
(P<0.05), sin embargo, la liberacién de cit-c permanecié disminuida en mitocondrias con SM en
comparacion con los controles (figura 9-A). La preincubacion de las mitocondrias con CsA, inhibidor
de la formacion del PTPm en presencia de Pal-CoA suprimi6 la liberacion de cit-c en ambos grupos

experimentales independientemente de la concentracién utilizada (P<0.05) (figura 9-B).

Se ha descrito que la generacion de ERO esté involucrada en el proceso de liberacién de cit-c, por lo
cual, se adicioné catalasa al medio de incubacién como enzima antioxidante para eliminar el H2O-
generado por Pal-CoA. En la figura 9-C se observa que la catalasa tuvo un efecto parcialmente

inhibidor sobre la liberacion de cit-c en mitocondrias controles, mientras que en el SM no tuvo efecto.

Debido a que en el proceso de extraccion de mitocondrias por centrifugacion diferencial puede existir
contaminacién peroxisomal, lo que puede promover un incremento en la generacién de ERO por la
actividad de la Pal-CoA oxidasa peroxisomal tal como se ha reportado previamente“®, se realizaron
experimentos de liberacién de cit-c en presencia de tioridazina como inhibidor de Pal-CoA oxidasa!*’.
Se utiliz6 como dosis maxima 25uM de tioridazina la cual no tiene efecto en la funcion mitocondrial, ni
en el potencial transmembranal'®®. La tioridazina inhibié parcialmente la liberacién de cit-c de las
mitocondrias controles (P<0.05), mientras que las mitocondrias con SM fueron insensibles a

tioridazina (figura 9-D).
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El Pal-CoA induce un incremento en la generacion de H.O, en mitocondria aislada.

Se ha reportado que, en el HGNA, la mitocondria contribuye al dafio hepatico por un mecanismo que
implica el estrés oxidante inducido por el aumento en la concentraciéon de AGNE *°. Por lo cual, se
evalu6 la generaciéon de H.O. en mitocondrias de ambos grupos experimentales en ausencia y
presencia de Pal-CoA. En condiciones basales, es decir, en ausencia de sustrato se observé que la
generacion de ERO es 29% mayor en SM en comparacion con mitocondrias controles (P<0.05).

Por otro lado, en presencia de succinato, se observé un aumento significativo en la generacion de H.O:
en mitocondrias tanto controles como con SM con respecto a sus condiciones basales (P<0.001), no
obstante, el SM gener6 25% més H.O, tal como lo habia descrito Ruiz Ramirez y colaboradores en
20153, La generacion de HO: inducida por succinato se inhibié en presencia de ADP acoplando el
transporte de electrones a la sintesis de ATP en ambos grupos experimentales. En presencia de Pal-
CoA la produccion de H.0O, se exacerbé de manera dosis dependiente en ambos grupos

experimentales, siendo significativamente mayor en el grupo SM (figura 10-A).

La figura 10-B muestra que la generacién de H,O; fue parcialmente inhibida en presencia de 5uM de
CsA. Por otro lado, para evidenciar la generacién de H-O; inducida por Pal-CoA, se afadi6 catalasa y
se observd una tendencia a inhibir la generaciéon de H,O; tal como se muestra en la figura 10-C, sin
llegar a presentar diferencia entre grupos. Para evitar la participacion de la Pal-CoA oxidasa
persoxisomal, la cual puede estar presente en pequefias trazas en nuestra preparacion de mitocondrias
se utilizé a un inhibidor especifico, la tioridazina, la cual inhibié la generacioén de H.O: inducida por Pal-

CoA en mitocondrias de ambos grupos experimentales de manera dosis dependiente (figura 10-D).
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El Pal-CoA induce la formacion del PTPm.

La formacion del PTPm se da en respuesta a un aumento en el estrés oxidante o por
una sobrecarga de calcio, en el cual la membrana mitocondrial interna se vuelve
permeable a los solutos de menos de 1500 Da, dando como resultado el colapso del
potencial transmembranal mitocondrial, inhibiciéon de la fosforilacion oxidativa, la
liberacién de factores proapoptéticos y finalmente, la muerte celular®® !, Se ha
reportado que las mitocondrias desempefian un papel en la homeostasis idnica de la
célula, particularmente con el Ca?* el cual regula la bioenergética mitocondrial, a bajas
concentraciones el Ca?* estimula la oxidacion de los acidos grasos, el ciclo de Krebs y

la fosforilacién oxidativa.

Por otro lado, a concentraciones altas el Ca?* provoca un hinchamiento de la mitocondria
provocado por un cambio osmatico lo que conduce a la disfuncion mitocondrial y la
muerte celular. La capacidad de retencion de calcio (CRC) refleja la sobrecarga maxima
de Ca?* de las mitocondrias que ocurre justo antes de la apertura de PTPm?2, Para
evaluar la apertura PTPm se energizé a las mitocondrias con 5 mM de succinato, a
continuacion se afiadio el Calcium Green-5N (Thermo Fisher Scientific) como marcador
fluorescente del Ca?" y posteriormente cada minuto se afiadié Ca?* (5 uM) a las
mitocondrias. La captacion de Ca?* se monitoreo midiendo la fluorescencia extra-

mitocondrial del Calcium Green-5N hasta que se alcanz6 la apertura del PTPm.

En todos los experimentos, tanto los inductores como los inhibidores se afiadieron a las
mitocondrias antes de las adiciones de Ca?". En la figura 11, se muestran los trazos
tipicos de la captacion de calcio, en donde se agregé Ca?* a intervalos continuos hasta
que se saturd y se indujo la transicion de la permeabilidad representado por un aumento
subito en la fluorescencia. Se observé que las mitocondrias de higado de rata con SM
(figura 11-B) requieren una menor cantidad de Ca2+ para inducir el PTPm en
comparacion con las mitocondrias control (figura 11-A). La adicién de Pal-CoA a
diferentes concentraciones disminuyé el nUmero de adiciones de calcio requeridas para

la induccion del PTPm tanto en mitocondrias controles como en mitocondrias SM.
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Figura 11. Captaciéon de calcio en mitocondrias de higado de animales control y SM
monitoreados usando Calcium Green-5N. Trazos representativos de mitocondrias de animales C
(panel A) y de mitocondrias de animales SM (panel B). Cada pico corresponde a una adicién de 5

UM de calcio. Trazos representativos en presencia de Pal-CoA 2.5, 5y 10 uM.

El Pal-CoA disminuye la CRC en mitocondria aislada.

Para obtener un resultado cuantitativo a partir de los datos cualitativos obtenidos de las
curvas de captacion de calcio, se calcul6 la CRC por las mitocondrias aplicando las
férmulas descritas en la seccion de metodologia. La CRC de las mitocondrias de SM
energizadas con succinato es significativamente menor en comparacion con los
controles (p <0.05) (figura 12-A). La adicion del Pal-CoA a 5 y 10 yM disminuye
significativamente mas la CRC en mitocondrias control y SM sin observar diferencia en

la sensibilidad al Pal-CoA entre ambos grupos (figura 12-A).

Al preincubar con CsA, el inhibidor mejor caracterizado de ciclofilina D (CypD), una de
las proteinas reguladoras del PTPm, se observd un aumento significativo en la CRC
tanto en mitocondrias que se energizaron con succinato como en presencia de Pal-CoA
2,5 UM. Sin embargo, este aumento en la CRC inducida por la CsA fue menor en
presencia de 5y 10 uM de Pal-CoA (figura 12-A).

Se ha descrito que la actividad del translocador de nucleotidos de adenina (ANT)
inducida por ADP regula la induccién de PTPm en mitocondrias!®®. La adicién de 250
MM de ADP a las mitocondrias energizadas con succinato aumenté el CRC en
mitocondrias control, mientas que las mitocondrias SM no mostraron cambios (figura 12-

B). En presencia de altas concentraciones de Pal-CoA (5 y 10 yM), las mitocondrias
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control y SM perdieron su sensibilidad al ADP lo que colaps6 su CRC (figura 12-B).
Debido a que las ERO estan involucradas en la induccion del PTPm, se adicionaron 100
U de catalasa para inhibir la formacion de H20: inducida por Pal-CoA lo que podria
prevenir la formacion del PTPm inducido por Pal-CoA.

No obstante, la catalasa no suprimi6 el PTPm inducido por Pal-CoA, ademas, la catalasa
redujo el CRC en mitocondrias control y SM en presencia de Pal-CoA 2,5y 5uM (figura
12-C). La generacién de ERO inducida por Pal-CoA podria estar mediada por Pal-CoA
oxidasa peroxisomal, que podria estar presente en cantidades traza en nuestra

preparacion de mitocondrias.

Por lo cual, se utilizo tioridazina, un inhibidor de Pal-CoA oxidasa, para investigar la
participacion de ERO en la induccién del PTPm. La figura 12-D muestra que la
tioridazina, asi como la catalasa, no afectaron en la disminucién del CRC inducida por
Pal-CoA a alta concentracion.

En cambio, la tioridazina actué sinérgicamente con Pal-CoA, colapsando
significativamente el CRC en ambos tipos de mitocondrias. Al utilizar el precursor del
Pal-CoA, es decir, el C16:0 a una concentracion de 2,5 uM, la figura 12-E muestra que
el C16:0 induce una disminucion del CRC en las mitocondrias control a niveles
comparables a los de las mitocondrias SM. Esta disminucion es inhibida por CsA, pero
no por ADP (figura 12-F). Ademas, las mitocondrias control son mas sensibles a CsA

que las mitocondrias SM.
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presencia de tioridazina. Los paneles E y F corresponden al efecto del acido palmitico (C16:0)
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Expresion de proteinas implicadas en la formacion del PTPm.

Para explicar el posible mecanismo por el cual el Pal-CoA afecta a la liberacién de cit-
c y al CRC, se analiz6 el contenido total del ANT, CypD y el VDAC, proteinas
reguladoras de la apertura del PTPm. Las inmunorréplicas tipo Western blot
representativas no muestran diferencias significativas en la intensidad de las bandas
de las tres proteinas analizadas tanto en mitocondrias control como en SM. Ademas,
se observa en las figuras 13-A, 13-B y 13-C, correspondientes a las proteinas ANT,
CypD y VDAC, respectivamente, que no hay diferencia en la densidad Optica de las

bandas entre las mitocondrias SMy C.
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Figura 13. Contenido de proteinas implicadas en la formacion del poro de la
transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTPm). Los paneles A, B 'y D
representan la relacion de la densidad Optica (D.O.) de las bandas correspondientes a
ANT (A), Ciclofilina D (B) y canal aniénico de voltaje (D) usando como control de carga
COX IV, respectivamente. Los valores estan expresados como la media + EE (n= 6

animales diferentes).
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La incubacion de las mitocondrias en presencia de Pal-CoA y C16:0 disminuye

parcialmente el contenido total de CL.

Hasta el momento hemos confirmado que el Pal-CoA aumenta la liberacion del cit-c a
través del aumento generacion de H2O; y la posible inducciéon del PTPm, no obstante,
se desconoce el efecto que tendria este acil-CoA directamente sobre la CL. Por lo cual,
se estudio el efecto del Pal-CoA y su precursor, el C16:0 sobre la composicion lipidica
de la CL.

Al respecto, se incubaron 10 mg de mitocondrias con 100 uM C16:0 o Pal-CoA durante
15 minutos a 30°C en agitacién constante, posteriormente se realizé la extraccion de
fosfolipidos totales y el boton resultante se analiz6 mediante espectrometria de masas
(MS). El andlisis por espectrometria de masas no mostré diferencias significativas en la
cantidad total de CL entre control y SM (19.05 £ 5.07 frente a 16.68 £ 2.08 nmol/mg de
proteina). La adicion tanto de Pal-CoA como de C16:0 en mitocondria aislada redujo de
manera discreta la cantidad total de CL sin alcanzar una diferencia estadisticamente
significativa con respecto a las condiciones basales (tabla VI).

La proporcion de las principales especies moleculares de CL detectadas en
mitocondrias control y SM se muestran en la tabla VI. En mitocondrias con SM hay un
aumento en el grupo de (C70) CL (P<0.001) que corresponden a una CL enriquecida en
C16:0. Sin embargo, el grupo de (C72) CL correspondiente a m/z: 1448.2 a 1450.2 y
gue corresponden a tetra-linoleil-CL (CL compuesta de 4 cadenas de C18:2), se redujo
en mitocondrias con SM (P<0.05) en comparacion de mitocondrias control, tal como se
reportd previamente!*3, Ademas, en la tabla VI se observa que el grupo de (C74) CL
correspondiente a las especies de CL enriquecidas en acidos linoleico (C18:2) y
araquidoénico (C20:0) tuvo una disminucién que no alcanza diferencias significativas

entre mitocondrias con SM y controles.

En mitocondrias tratadas con C16:0, se observa que el grupo (CL70) CL
correspondiente a m/z 1424.2 y 1426.1 esta aumentado (P<0.05), mientras que el grupo
(CL72) CL se mantiene disminuido (P <0.001) en mitocondrias con SM. En cuanto al
tratamiento de las mitocondrias con Pal-CoA, el grupo (CL72) que corresponde a m/z:
1448.2,1450.2 y 1452.2, no se detecta enriquecimiento de la CL con C18:2, no obstante,

disminuye la concentracion de CL tanto en mitocondrias controles como con SM sin
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alcanzar diferencia significativa. También se observa una disminucion en la

concentracion del grupo (CL72) m/z: 1476.2 que corresponde a la CL enriquecida con

acido araquidonico (P<0.05) en mitocondrias controles. En mitocondrias con SM el

tratamiento con Pal-CoA no mostr6 efecto (tabla VI).

Tabla VI. Especies moleculares de CL en mitocondrias

CL m/z Control SM Control SM Control SM
grupo
Basal Basal C16:0 C16:0 Pal-CoA Pal-CoA
CL (68) | 1400.257 | 0.84 +0.21 0.76 £0.11 0.72£0.16 0.67£0.11 040+£0.11x | 0.72+£0.22
1402.149 | 0.81£0.14 0.73+0.11 0.62 + 0.07 0.69 +0.14 0.66 + 0.20 0.73+0.24
1404.156 | 0.90 £ 0.11 0.70 £ 0.15 0.67 +0.07# | 0.89+0.33 0.74 £ 0.26 0.68 + 0.09
CL (70) | 1424.201 | 0.91 +0.14 1.73+0.22* | 0.86+0.10 1.53 £ 0.34° 0.70 £ 0.21 1.67 = 0.19
oo
1426.065 | 0.82 +0.08 1.18+0.16* | 0.65+0.08# | 1.07 +0.16° 0.58+0.09x | 1.13 * 0.16
e]e]
1428.263 | 0.76 £ 0.11 0.83 + 0.07 0.83 +0.16 0.80+0.18 0.61 + 0.08 0.90 + 0.30
CL (72) | 1448.216 | 4.47+1.78 2.35+0.23* | 447 £0.64 211 + 0.27 | 3.62+1.25 2.20+£0.29
1450.235 | 3.56 +1.18 2.54 £0.18** | 3.64 + 0.62 2.34 £0.38° 2.86£0.77 2.54 +0.32
1452.233 | 1.90 £ 0.45 1.80+0.17 1.81+0.19 1.62+0.30 1.42+0.34 1.72+0.19
1472.261 | 1.06 + 0.32 1.08 £ 0.26 0.88 +0.16 0.76 + 0.22 0.91+0.16 0.85+0.12
CL (74) | 1474.237 | 1.13+0.26 1.23+£0.21 0.99+£0.12 1.11+£0.24 0.90 £0.16 1.21+0.42
1476.219 | 1.06 £ 0.13 0.96 £ 0.15 0.96 + 0.08 0.92+0.18 0.77 £0.16 x | 0.90 £0.18
1478.413 | 0.84 £0.18 0.77 £ 0.06 0.71+0.03 0.71+0.16 0.58 +0.13 0.86 +0.23 o
Total 19.05 +5.07 | 16.68 + 2.08 1784 +2.47 | 1524+3.04 | 14.75+3.91 | 16.12+2.95

Los valores estan expresados como nmol/mg de proteina y corresponden a la media + DE (n = 4 animales

diferentes). El porcentaje de cada especie se calcul6 a partir de los conteos de abundancia de cada especie en

relacion con la abundancia total de todas las especies identificadas. * P<0.001 C basal vs SM basal; ** P<0.05
C basal vs SM basal; ° P<0.05 C C16:0 vs SM C16:0; °°P <0.001 C C16:0 vs SM C16:0; @ P<0.05 C Pal-CoA vs
SM Pal-CoA; aa P <0.001 C Pal-CoA vs SM Pal-CoA,; # P<0.05 C basal vs C C16:0 y x P<0.05 C basal vs C Pal-

CoA.
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Por otro lado, en la figura 14 se muestran los espectros de las diferentes especies de
CL en el ion [M-H] cargado negativamente en mitocondrias de control y SM en presencia
0 ausencia de tratamiento con C16:0 y Pal-CoA. En todos los espectros, los iones en
m/z: 1401.5, 1425.5, 1450.3 y 1472.4 corresponden a especies CL que contienen (C68)
CL, (C70) CL, (C72) CLy (C74) CL, respectivamente.

Sin embargo, no se observan nuevos grupos correspondientes a CL oxidada, m/z: 1482
correspondiente a CL (C74-O0OH) y de m/z: 1529 correspondiente a CL (C76-O0H) en
mitocondrias control y SM, debido a la generacién exacerbada de H,O:inducida por Pal-
CoA. Tampoco fueron aparentes los grupos correspondientes a sus derivados
hidroxilados (C74-OH) CL en m/z: 1482-16, y (C76-OH) CL en m/z: 1529-16 (16

corresponde a la masa atémica de oxigeno).
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Figura 14. Efecto de Pal-CoA y del C16:0 en espectros de masas de especies de moleculares
de cardiolipina (CL) de mitocondrias de control y SM. Se realizé una exploracién entre m / z: 1000
a 1500 para identificar las diferentes especies moleculares de CL. En ambos espectros, los grupos de
iones en m / z: 1426, 1448 y 1472 coinciden con las especies de CL que contienen, (C70), (C72) y
(C74), respectivamente. El grupo (C72) CL (m / z: 1448) corresponde a diferentes especies de CL que
contienen cuatro acidos linoleicos (C18: 2) 4CL. El grupo (C70) CL (m/ z: 1425,5) corresponde a (C18:
2) 3 (C16: 0) CL donde el acido linoleico estéa sustituido por un &cido palmitico. El grupo 1472 (C74)
corresponde a la sustitucion de un acido linoleico por un &cido araquidénico (18: 2) 3 (C20: 4) CL.
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Los marcadores apoptoticos disminuyen en el higado de ratas con SM.

Se ha reportado que la progresion de la enfermedad de HGNA est4 intimamente ligada
al aumento del estrés oxidante asociado a la lipotoxicidad y la apoptosis & 323637, para
determinar si nuestro modelo de SM se encuentra cursando hacia en una etapa mas

avanzada del HGNA, se evaluaron diversos marcadores apoptoticos.

Fragmentacion del ADN.

La degradacién del ADN en fragmentos oligonucleosomales, que se identifican en una
escalera cuando el ADN gendémico es analizado por electroforesis en gel de
poliacrilamida es un marcador de la muerte celular por apoptosis®*. En la figura 15
podemos observar una ausencia total de fragmentos oligonucleosomales de 180 a 200
pares de bases y sus multiplos en ambos grupos experimentales en comparacion con

el marcador de peso molecular.

Control SM

1000 pb
- J

Figura 15. Fragmentacion del ADN extraido de higado
de animales controles y con SM, en ambos grupos se

observa el ADN integro
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Andlisis de Apaf-1 por inmunorréplica tipo Western Blot.

El factorApaf-1 es un regulador clave de la via intrinseca; que junto con la procaspasa-
9 y el cit-c forman el apoptosoma. Cuando Apaf-1 se une al cit-c, efectia un cambio
conformacional que induce su oligomerizacion, debido a esto su dominio de
reclutamiento de caspasas (CARD) queda expuesto y con este cambio puede reclutar a
pro-caspasa 9, la cual se activa dentro del apoptosoma. Una vez formado el apoptosoma
este activa sucesivamente a las caspasas efectoras desencadenando la cascada
apoptotica. En la figura 16-A se observa que no existen diferencias significativas en el

contenido de Apaf-1 entre el homogenado total de higado control y SM.

Andlisis de Caspasa 3 activa por inmunorréplica tipo Western Blot.

La caspasa 3 es una proteasa efectora que al ser liberada de su inhibidor ICAD (Inhibidor
de la Desoxiribonucleasa Activada por Caspasas) activa a CAD/DFF40, una DNasa la
cual fragmenta el material genético en fragmentos de 50 a 300 kb y posteriormente en
pequefios fragmentos de 180 a 200 pb®*3. Se observé una disminuciéon del 40% en la
cantidad de Caspasa 3 activa en el SM en comparacion con los controles (P<0.05)
(figura 16-B).

Andlisis de P53 por inmunorréplica tipo Western Blot.

La proteina p53 es un factor de transcripcién implicado en una variedad de procesos
celulares importantes, incluida la detencion del ciclo celular, la senescencia, la
reparacion del ADN, la funcién antioxidante, la regulacion metabdlica y la apoptosis.
Cuando aumentan las sefiales celulares de estrés tales como el dafio del ADN, la
hipoxia, el aumento de las ERO, etc. activan a p53 y aumenta rapidamente su
concentracion intracelular lo que desencadena, por ejemplo, la expresién de genes
como BAX para el proceso apopt6tico®®®. La figura 16-D muestra que no existe diferencia

significativa en el contenido total de p53 entre ambos grupos.
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Figura 16. Contenido de proteinas implicadas en el proceso apoptotico en homogenado total
de higado. Los paneles A, By D representan la relacién de la densidad éptica (D.O.) de las bandas
correspondientes a APAF 1 (A), Caspasa 3 (B) y P53 (D) usando GAPDH como control de carga,
respectivamente. El panel C corresponde a una inmunorréplica tipo Western Blot representativa de
4 animales diferentes. El asterisco muestra diferencia significativa *P<0.05. Los valores estan

expresados como la media + DE (n= 6 animales diferentes).

Andlisis de AIF por inmunorréplica tipo Western Blot.

El factor inductor de la apoptosis (AlF) esta localizado en el espacio intermembranal de
la mitocondria. Su liberacién hacia el citosol y su translocacién hacia el nicleo da la
sefial a la célula para condensar sus cromosomas y fragmentarlos previo a la apoptosis.
Su andlisis por inmunorréplica tipo Western Blot muestra un aumento del 30% (P<0.05)
en el contenido de esta proteina en mitocondrias de higado de los animales con SM en

comparacion con mitocondrias controles (figura 17-A).

Andlisis de cit-c por inmunorréplica tipo Western Blot.

El cit-c es una proteina encargada de transportar los electrones entre el complejo Il y
IV, al ser liberado hacia el citosol, se une a Apaf-1 y pro-caspasa 9 para formar el
apoptosoma y desencadenar el proceso apoptético. En la figura 17-B se observa que
no hay diferencia significativa en el contenido total de cit-c entre las mitocondrias de

animales control y SM.
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C Figura 17. Contenido de proteinas apoptéticos
implicadas en la via intrinseca en mitocondrias.
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Control SM significativas  *P<0.05. Los valores estan
expresados como la media + DE (n= 6 animales
diferentes).

Actividad de Caspasa 9.

La caspasa 9 es una proteasa iniciadora del proceso apopt6tico, su activacion se da por
interaccion con el apoptosoma, especificamente con Apaf-1, que promueve la auto
catalisis del zimoégeno de pro-caspasa 9, dando como resultado una caspasa 9 con
actividad catalitica capaz de activar a caspasas efectoras como la caspasa 3y 7%°°. La
actividad de caspasa 9 se evalu6 por espectrofotometria en el homogenado total de
higado y se observo que su actividad se encuentra disminuida en un 30% (P<0.05) en
el higado de animales con SM con respecto a los controles (figura 18).
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Figura 18. Actividad de Caspasa 9 en homogenado total de higado. La barra
blanca corresponde a control; la barra negra corresponde SM. Los valores estan

expresados como la media + EE (n=6 animales diferentes) *P<0.05.
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Discusion.

Nuestro modelo de alteracion metabdlica y cardiovascular®® %7 deriva del modelo de
Reaven®®®, A diferencia del modelo de Reaven que tuvo una dieta alta en sacarosa
(60%) en alimentos solidos durante 6 a 10 semanas, el modelo desarrollado por nuestro
grupo consume una proporcién menor de azucar refinada (30%) en el agua de bebida
por un periodo mas largo, de 16 a 24 semanas. Como en otros trabajos previos, este
trabajo demostro que el consumo de sacarosa induce hipertension e hipertrigliceridemia
con un alto nivel de AGNE que estan asociados a la acumulacion de grasa intra-

abdominall“°,

El modelo experimental también desarrolla diferentes alteraciones metabdlicas similares
a las que presentan los pacientes con SM reflejando la realidad que se observa en la
poblacion mexicana, la cual ocupa un lugar prominente en el consumo de bebidas
gaseosas, las cuales contribuyen con el 70% del total de azlcares agregados en la

dieta, y representa el 10% de todas las calorias consumidas®®®.

En trabajos previos se describi6 que el modelo experimental desarrolla RI con altos
niveles de marcadores de estrés oxidativo en diferentes 6rganos y también desarrolla
hipertension con alteraciones en la reactividad vascular debido a un aumento de ERO y
a la actividad de la NADPH-oxidasa®® 161,

Por otro lado, se ha encontrado una relacién directa entre los AGNE y la acumulacion
de grasa intra-abdominal como caracteristicas de la lipotoxicidad!®?2. Ademas, la
acumulacién hepatica de triglicéridos y AGNE indica el desarrollo de una esteatosis
simple en el higado de los animales con SM8" €3 que es confirmada por el andlisis
histoquimico del higado utilizando el rojo oleoso marcador de lipidos en el tejido hepatico
(datos no publicados).
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Efecto del C16:0 y Pal-CoA sobre la funcién mitocondrial.

El aumento de la concentracién del C16:0 en el higado de ratas con SM es un marcador
de alta actividad lipogénica debido a un mayor metabolismo de la glucosa hacia la
biosintesis de acidos grasos!®*. Asi mismo, se observé un incremento en C16:1 producto
de la desaturacion del C16:0, el cual se sintetiza como mecanismo de proteccion en
contra de la lipotoxicidad!®®. Sin embargo, el aumento en la concentraciéon del C16:0
tanto en el homogeneizado de higado como en las mitocondrias de ratas con SM no

esta asociado con la funcién de las mitocondrias.

En este estudio, no se encontraron diferencias en el consumo de O> ni en el control
respiratorio entre las mitocondrias control y con SM oxidando tanto succinato como
glutamato/malato. No obstante, al agregar 10 uM de C16:0 o Pal-CoA exdgeno actiian
de forma diferente sobre el consumo de oxigeno mitocondrial. Por un lado, el Pal-CoA
inhibe el consumo de oxigeno en el estado Il oxidando succinato y el control respiratorio
tanto en las mitocondrias controles como en las de SM%, probablemente al efecto
inhibidor del Pal-CoA sobre el ANT7, por otro lado, el C16:0 estimula el consumo de
oxigeno en el estado IV solo en las mitocondrias con SM, probablemente debido a su

efecto de protondéforo y desacoplante de la fosforilacién oxidativa®®,

El Pal-CoA también interfiere en el transporte de electrones disminuyendo el contenido
de cit-c de las mitocondrias, interrumpiendo asi el flujo de electrones del complejo Il al
complejo IV e inhibiendo la biosintesis de ATP, tal y como se ha descrito para las
mitocondrias de corazén y de cerebro de rata'®. En este trabajo, encontramos que el
Pal-CoA incrementa en mayor medida la liberacién de cit-c de las mitocondrias de
animales control y SM en comparacion con el succinato. Sin embargo, la liberacién de
cit-c en presencia de succinato o Pal-CoA sigue siendo menor en mitocondrias de
higado de animales con SM con respecto a los controles, a pesar del aumento de la

generacion de H,O; en las mitocondrias con SM inducido por Pal-CoA o succinato®®.

Las mitocondrias de higado de ratas con SM generan H>O- a una velocidad mayor que
su correspondiente control cuando oxidan succinato o piruvato/malato!#*3. Sin embargo,
el Pal-CoA aumenta la generacion de H.O, mucho més que cuando las mitocondrias
son energizadas con succinato, tanto en mitocondrias controles como del modelo de

SM?*¢, La generacion exacerbada de H.O; por el Pal-CoA se debe probablemente a la
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presencia de trazas de peroxisomas en las preparaciones de mitocondrias que pueden
participar en la generacion de H,O; durante la beta-oxidacion parcial del Pal-CoA por la
Pal-CoA oxidasa como se ha descrito en otros trabajos45 17°,

De hecho, la generacién de H>O» en mitocondrias por Pal-CoA es sensible a la actividad
de la catalasa y a la tioridazina, un inhibidor de la Pal-CoA oxidasa peroxisomal. Estas
observaciones sugieren que trazas de peroxisomas presentes en la preparacion de las
mitocondrias pueden contribuir al aumento en las concentraciones de H,O: liberado por
las mitocondrias inducido por Pal-CoA y puede participar en el aumento del cit-c liberado
por las mitocondrias. Sin embargo, la liberacién de cit-c desde las mitocondrias con SM
no se previene con catalasa ni con tioridazina, lo que sugiere que la liberacion de cit-c
inducida por Pal-CoA no estd asociada a la generacion de ROS externas desde el

peroxisomal®®.

Pal-CoA y la transicion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial.

La formacion del PTPm y la liberacién de cit-c del espacio intermembranal de la
mitocondria son caracteristicas importantes que definen el proceso apoptético. La
formacion del PTPm da como resultado una apertura que comunica el citoplasma
directamente con la matriz mitocondrial, una estructura formada por el canal aniénico
dependiente de voltaje (VDAC), ubicado en la membrana externa mitocondrial, el ANT
en la membrana interna, la ciclofilina D (CypD), sensible a ciclosporina A (CsA) en la

matriz mitocondrial, y por la F1Fo ATPasa que puede coincidir con el PTPm*"%,

El PTPm se induce por un aumento intra-mitocondrial del Ca?* asi como las ERO. Las
aperturas transitorias del poro liberan el exceso del Ca?* que se acumula en la
mitocondria; sin embargo, las aperturas prolongadas pueden inducir hinchamiento
osmotico de la mitocondria por una entrada masiva de agua, lo que conlleva a la ruptura

de la membrana externa mitocondrial y la muerte celular.

La liberacion de cit-c inducida por Pal-CoA es sensible a la CsA, lo que sugiere la
participacién del mecanismo de la apertura del PTPm?. Durante mucho tiempo, se ha

descrito que los AGNE inducen la apertura del PTPm por su efecto protonéforo y
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desacoplante con la disminucién de la sintesis de ATP mitocondrial**é 170, Sin embargo,
el Pal-CoA no ejerce dicho efecto de desacoplamiento protonéforo en las mitocondrias,
pero tiene la caracteristica de funcionar como inhibidor del ANT, un elemento importante
del PTPm?67. 172,

La baja capacidad de retencion de Ca?* (CRC) de las mitocondrias con SM refleja la
sensibilidad de éstas a la apertura del PTPm inducida por Ca?*. En presencia de Pal-
CoA, el umbral de Ca?" necesario para la induccién del PTPm es menor y se observa
un colapso de la CRC de las mitocondrias con ambas concentraciones utilizadas (5y 10
1M) 166 Estos efectos son prevenidos por CsA 'y no por ADP, indicando que la inhibicién
de ANT por Pal-CoA previene el efecto de ADP para restaurar el CRC de las

mitocondrias controles y de SM.

La apertura del PTPm inducida por el Pal-CoA en las mitocondrias también puede estar
mediada por la generacion exacerbada de H-O; inducida por el Pal-CoA. De hecho, se
ha observado que las ERO estan implicadas en la oxidacion de los grupos tioles de las
proteinas de membrana, como la cisteinal60 (Cys160) del ANT, que esta cerca del sitio
de unién del nucledtido de adenina y cuya oxidacion suprime la capacidad del ADP para

inhibir la apertura del PTPm?73 174,

Sin embargo, la apertura del poro en ambas muestras mitocondriales no se ve impedida
por la catalasa ni por la tioridazina, que impiden la generacion de H,O, estimulada por
el Pal-CoA'®®, Estas observaciones sugieren que la apertura del poro de la PTPm
causada por el Pal-CoA no implica la generacion externa de H.O. y que el Pal-CoA
puede actuar probablemente inhibiendo la actividad de ANT o por su interaccién con la
membrana lipidica mitocondrial. De hecho, ANT interactia con la CypD, una proteina
de la matriz mitocondrial que forma parte del PTPm que es sensible al péptido inhibidor

CsA al unirse a la CypD*".

La susceptibilidad de las mitocondrias a la transicion de permeabilidad inducida por el
Ca?" esta asociada con cambios en los niveles de expresién de CypD, del ANT, asi
como de VDAC que son los principales componentes del PTPm’® 177, Por lo tanto, la
falta de diferencia encontrada en la expresion de CypD, ANT o de VDAC sugiere que la

diferencia en la susceptibilidad a la apertura del PTPm inducida por Ca?* entre las
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mitocondrias control y SM no esta relacionada con la expresion de las proteinas

reguladoras del poro*®®,

Se ha descrito que el Pal-CoA interactia superficialmente con la membrana al unirse al
cit-c1’*. Sin embargo, debido a la parte hidrofilica de la CoA, no puede difundirse a través
de la membrana interna. Ademas, por la parte hidrofobica saturada, puede insertarse en
la membrana lipidica induciendo cambios en sus propiedades fisicas que influyen en la
actividad de los complejos respiratorios'’® y probablemente en la liberacién del cit-c.
Asimismo, el Pal-CoA al aumentar la liberacién de cit-c de las mitocondrias del modelo
de SM, puede participar en el progreso de la esteatosis hepatica hacia una enfermedad
mas grave, como la esteatohepatitis, por un mecanismo que implica la liberacién de cit-

cy la apertura del PTPm.

Pal-CoAy CL.

La disminucion de la liberacion de cit-c por las mitocondrias del modelo de SM en
comparacion con las mitocondrias controles, ambas bajo el efecto de Pal-CoA, puede
estar relacionada con la composicion lipidica de la CL. En presencia de H20g, el cit-c
adquiere actividad de peroxidasa, oxidando asi la CL y rompiendo las interacciones
electrostaticas e hidrofbbicas, y por consecuencia la disociacion del cit-c de la

membrana lipidical’® 1€,

La interaccién entre la CL y el cit-c parece depender de la composicién de acidos grasos
de la CL, en condiciones fisiolégicas esta principalmente compuesta por un acido graso
poliinsaturado, el &cido linoleico . En este estudio, se analizé por espectrometria de
masas la composicion lipidica de la CL en mitocondrias de higado del modelo con SM.
Se encontrdé que en mitocondrias con SM la CL esta enriquecida con acidos grasos
saturados como el C16:0 y el C18:1, haciendo a la CL mas resistente a la peroxidacion
lo que se reflejo en una menor liberacion del cit-c en las mitocondrias de este grupo,

como se ha descrito previamente’.
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De hecho, los hidroperéxidos de CL o sus correspondientes hidroxilos que son
productos de la oxidacion de la CL se identificarian en los grupos m/z: 1482, 1466 y
1522 y 1506 correspondientes a (C74-O0H) CL, (C74-OH) CL, (C76-O0H) CL y (C76-
OH) CL respectivamente, sin embargo, no fueron detectados claramente en el espectro
de masa (figura 14). Estas observaciones sugieren que el enriquecimiento de la CL con
C16:0, debido a su alta disponibilidad en el higado del modelo con SM, la hace méas
resistente a la oxidacion a pesar de la excesiva generacion de H.O; inducida por el Pal-
CoA. Ademaés, los productos de oxidacion de la CL que resultan de la actividad de
peroxidasa de cit-c, estan implicados en la oligomerizacion de BAX/BAK para formar un
poro en la membrana externa de la mitocondria a través del cual el cit-c se libera de la

mitocondria al citosol'3% 181,

En resumen, la liberacién de cit-c inducido por Pal-CoA tanto en mitocondrias del modelo
de SM como en los controles puede atribuirse a la apertura del PTPm debido a la
sensibilidad a la CsA en las mitocondrias. Ademas, los resultados sugieren la interaccién
directa de Pal-CoA con la membrana mitocondrial y con las proteinas relacionadas con
el PTPm. Sin embargo, la disminucién de la liberacion de cit-c de las mitocondrias con
SM, puede atribuirse a cambios en la composicién de las especies moleculares de CL.
A pesar de la reduccion de la liberacion de cit-c en las mitocondrias del modelo con SM,
el aumento significativo de la liberacion de cit-c inducido por el Pal-CoA en ambos tipos
de mitocondrias sugiere que el Pal-CoA puede contribuir a la muerte celular por

apoptosis por medio de cambios en la funcién mitocondrial.

CL y muerte celular programada (apoptosis).

Se ha reportado en ratones diabéticos, la oxidacion de la CL debido al aumento en la
generacion de ERO en respuesta a altas concentraciones de glucosa y AGNE
especialmente C16:0, lo cual desencadeno el proceso apoptotico en las células 8 de los
islotes pancreaticos de raton'®2. Asimismo, en el miocardio diabético en se reporto la
pérdida de la especie de CL més abundante, la tetra-linoleil-CL, dicha alteracion en el

perfil lipidico de la CL ocurri6 al quinto dia de tratamiento con estreptozotocina, lo cual
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contribuye a la disfuncion mitocondrial lo que podria explicar la ineficiencia en la

utilizacion de sustratos y la disfuncién diastélica manifestada en corazones diabéticos?e:.

En mitocondrias de corazon de rata sometidas a isquemia, se ha reportado, una
disminucion en el nivel de CL, asi como un aumento en la oxidacion de la misma. Esta
oxidacién/agotamiento de la concentracion de la CL parece ser responsable de la
disminucion en la actividad del complejo | y complejo Ill. Ademas, la oxidacién de CL
debido a la isquemia puede estar implicada en la liberacién de cit-c y la apoptosis en

mitocondrias aisladas'®*.

Al respecto, en mitocondrias aisladas de corazén de rata se ha demostrado que la
adicion de CL oxidada exdgena sensibiliza a las mitocondrias a la apertura del PTPm
inducida por Ca?*. El tratamiento con concentraciones micromolares de CL oxidada dio
lugar al hinchamiento de la matriz mitocondrial de manera dosis dependiente, sin
embargo, la CsA y el &cido bongkrékico inhibieron estos eventos lo que sugiere la
participacién del ANT en la inducciéon de PTPm dependiente de CL oxidada?®®.

Por otro lado, se ha reportado en la lesién renal aguda la translocaciéon de la CL de la
MIM, al estar expuesta en la MEM la CL se une con LC3 lo cual actia como sefalizacién
para inducir la mitofagia, donde también puede interactuar con Beclin 1, un regulador
central en la etapa inicial de la formacion del fagéoforo, en el contexto de la lesién renal
aguda la mitofagia se considera un mecanismo de proteccién debido a que eliminan las
mitocondrias dafiadas y disminuyendo tanto la inflamacién local como el dafio

oxidativo'®e.

Nuestro trabajo sugiere que el enriquecimiento de la CL en &cidos grasos saturados,
especificamente C16:0, lo que reduce su susceptibilidad a la oxidacién y, por lo tanto, a
la disociacién del cit-c de la membrana interna mitocondrial lo que influye sobre el

proceso apoptético en higado de los animales con SM.

Para que se lleve a cabo la liberacion del cit-c debe ocurrir la disociacion del complejo
gue forma con la CL, por un mecanismo que implica la peroxidacién de la CL y la
formacion del poro de oligomeros de BAX y BAK que permita la salida del cit-c al citosol.
En el higado graso del modelo de SM la liberacion de cit-c por parte de las mitocondrias
esta disminuida por el enriquecimiento de la CL en &cidos saturados como el C16:0%%
187,188 aunque la generacion de ERO esta aumentada en las mitocondrias de higado

con SM en comparacion con las mitocondrias de controles!43 189190,
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Ademas, el C16:0 afecta la funcion mitocondrial tanto en mitocondrias aisladas como en
cultivo de células® %2, y su efecto esta asociado a la muerte celular por apoptosis a

través de diferentes mecanismos, incluyendo su activacién a Pal-CoA!®,

Por otro lado, la apoptosis en el higado ha sido descrita como un importante mecanismo
implicado en el desarrollo y la progresion de la enfermedad del HGNA. Los pacientes
con HGNA y los modelos experimentales de esteatohepatitis presentan un aumento de
la muerte celular de los hepatocitos por apoptosis por via extrinseca (mediada por el

receptor de muerte) y por la intrinseca (iniciada por la mitocondria) 1%,

Los estudios experimentales sugieren que la apoptosis incontrolada de los hepatocitos
induce fibrogénesis y fibrosis hepéticas por medio de la absorcion de los cuerpos
apoptéticos resultantes por las células de Kupffer favoreciendo a la fibrosis hepética y
la inflamacién mediante la activacion de las células estrelladas y la liberacion de
citosinas®. Lo que sugiere que nuestro modelo de SM posee todas las condiciones
para desarrollar apoptosis por el alto nivel de C16:0, la generacion mitocondrial de ERO,
asi como la susceptibilidad a la formacién de la transicion de permeabilidad de la

membrana mitocondrial.

No obstante, nuestro estudio demostré que algunos marcadores de la apoptosis se
encuentran disminuidos tales como la actividad de la caspasa-9, el contenido de la
caspasa-3 activa y la nula activacién de la fragmentacién del ADN, lo que sugiere que
en el higado de los animales con SM existe una resistencia a la apoptosis. Por otro lado,
la acumulacién del C16:0 y de su producto de activacion el Pal-CoA, por su efecto
lipotoxico pueden contribuir a la hepatotoxicidad y a la progresion del HGNA hacia la

hepatoesteatosis y la insuficiencia hepatica.

Para demostrar la posible progresién de la enfermedad hepatica en el modelo de SM es
necesario realizar estudios con mas tiempo de consumo de sacarosa para determinar
los mecanismos involucrados en la progresion y la apoptosis en el higado de los

animales con SM.
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Conclusiones.

El consumo de sacarosa al 30% indujo los parametros clinicos del SM.

Existe un aumento en la acumulacion de AGNE, especialmente C16:0 en
mitocondrias del tejido hepético de ratas con SM.

El aumento en la biodisponibilidad de AGNE, no esta asociado a un aumento en
la apoptosis en higado de animales con SM

El pal-CoA aumenta la liberacién de cit-c, por un mecanismo que implica el
aumento de la generacién de ERO y la apertura del PTPm.

En SM la disminucién en la liberacion de cit-c es atribuida al enriquecimiento en

la saturacion de la CL.

Perspectivas

Cuantificar la concentracion de los acil-CoA, principalmente Pal-CoA en higado
de animales con SM.

Generar un modelo in vitro o in vivo transgénico que sobreexprese la enzima
acil-CoA sintetasa, dando como resultado una mayor formacion de Pal-CoA para
posteriormente analizar los marcadores apopt6ticos y con ello evaluar si participa
directamente en la progresion del HGNA.
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ABSTRACT

Cytochrome ¢ (cyt-c) release from the mitochondria to the cytosol is a key process in the initiation of hepatocyte

poptosis involved in the progression of lcoholic fatty liver disease (NAFLD) to fibrosis, cirrhosis and he-
patocellular carcinoma. Hepatocyte apoptosis may be related to lif icity due to the ac 1 of palmitic
acid and palmitoyl-CoA (Pal-CoA). Therefore, the aim of this study is to examine whether Pal-CoA induces cyt-c
release from liver mitochondria of sucrose-fed rat (SF). Pal-CoA-induced cyt-c release was sensitive to cyclo-
sporine A indicating the involvement of the mitochondrial meml permeability (mMPT). In
addition, cyt-c release from SF mitochondria remains significantly lower than C mitochondria despite the
increased rate of H202 generation in SF mitochondria. The decreased cyt-c release from SF may be also related to
the increased proportion of the palmitic acid-enriched cardiolipin, due to the high availibilty of palmitic acid in
SF liver. The enrichment of cardiolipin molecular species with palmitic acid makes cardiolipin more resistant to
P idation, a hanism involved in the dissociation of cyt-c from mitochondrial inner membrane. These
results suggest that Pal-CoA may participate in the progression of NAFLD to more severe disease through

mechanisms involving cyt-c release and mMPT, a key process of apoptosis.

1. Introduction

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFL) and nonalcoholic steatohe-
patitis (NASH) are associated with obesity, metabolic syndrome, insulin
resistance, and dyslipidemia induced by hyperalimentation with high-
fat and high-carbohydrate diets. Exposure of the liver to high concen-
trations of lipids and carbohydrates leads to the develop of lip-

In both the intrinsic and extrinsic pathways of hepatic apoptosis,
cytochrome c (cyt-c) release from mitochondria to the cytosol is the first
step in the apoptosis process within the cell (Lemasters et al., 2009). In
fatty liver, cyt-c release from mitochondria can be influenced by the
accumulation of free fatty acids (FFA) and their fatty acyl-CoA in-
termediates, due to the disrupted balance between catabolic and

otoxicity and glucotoxicity, respectively, which play an important role
in liver cell injury. The mechanisms involved in lipotoxicity and glu-
cotoxicity include oxidative stress and mitochondrial alteration, which
appear to play an important role in the progression of non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD) to fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(Geng et al., 2021; Friedman et al., 2018). In addition, mitochondrial
dysfunction has been described as playing an important role in the
develop of hep yte apoptosis, a process implicated in the pro-
gression of NAFLD to more severe disease (Kanda et al., 2018, Leveille
and Estall, 2019).

* Corresponding author.
E-mail address: medelhafidi@yahoo.com (M. El-Hafidi).
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bolic processes that result in hepatic lipotoxicity (El-Hafidi et al.,
2019; Farrell et al., 2018). The Excess FFA in the NAFLD, as oxidative
substrates, may exacerbate the generation of reactive oxygen species
(ROS) to promote mitochondrial dysfunction (Buzzetti et al., 2016).
Palmitic acid, the most common saturated fatty acid in animals and
plants, is ingested as part of the diet or can be produced by de novo lipid
synthesis from excessive carbohydrate consumption. Palmitic acid is
well known to affect mitochondrial function, either in isolated mito-
chondria or in cultured cells (Penzo et al., 2002; Sparagna et al., 2000).
In a previous study using a model of obesity and hepatic steatosis
induced by a sucrose-rich diet, palmitic acid levels and ROS generation
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in succinate- or pyruvate/malate-oxidizing dria were found
increased compared to control mitochondria (Ruiz-Ramirez et al, 2015,
2020; Kanda et al., 2018). Moreover, several studies have described the
collapsing effect of palmitic acid on mitochondrial membrane potential
(A¥m) and its inhibitory effect on the activities of respiratory chain
complexes increasing ROS generation (Nakamura et al., 2009; Chen
et al. 2018, 2020; Alnahdi et al., 2019). Thus, palmitic acid-induced
lipotoxicity may be closely related to progressive organelle damage
and cell death through a mechanism that involves mitochondrial
dysfunction.

Palmitic acid is well known to be associated with cell death by
apoptosis through different mechanisms, including its activation to
palmitoyl-CoA (Pal-CoA) (Seelile et al., 2015). Pal-CoA is a substrate for
peroxisomes and mitochondria, both of which are important intracel-
lular sources of ROS involved in NAFLD (Forrester et al, 2018). In
mitochondria the beta-oxidation of Pal-CoA under physiological condi-
tions, generates NAD/NADH and FAD/FADH2 that transfer electrons to
the mitochondrial electron transfer chain to carry out the tetravalent
reduction of oxygen by mitochondrial cytochrome oxidase in a process
coupled to energy generation and ATP synthesis. However, a small
fraction of the total electron transfer is used in the univalent reduction of
at least 0.1-2% of the oxygen consumed by mitochondria to generate
superoxide anion which is converted to HyO, by superoxide dismutase
(Speijer etal., 2014). A few reports have described the mhlbxtory effect a
Pal-CoA, on adenine nucleotide transl (ANT), 1 g
drial sensitivity to ADP to inhibit ROS generation in skeletal muscle
mitochondria of experimental animals with high-fat diet (Miotto et al.,
2018; Ciapaite et al., 2006). However, there are no data on whether
Pal-CoA induces cyt-c release in mitochondria of a rat model with
intra-abdominal fat ion and fatty liver induced by a
high-sucrose diet. Furthermore, the high availability of palmitic acid in
fatty liver is also associated with an increase in palmitic acid-enriched
species of diolipi lecules, an exclusive phospho-
lipid of mitochondrial inner membrane, suggesting a high incorporation
of palmitic acid into cardiolipin during its de novo synthesis and making
cardiolipin less susceptible to peroxidation (Ruiz-Ramirez et al, 2015,
2020). Indeed, the peroxidation of cardiolipin is a proposed mechanism
for the dissociation of cyt-c from the mitochondrial inner membrane, a
key process in the initiation of apoptosis (El-Hafidi et al., 2020). Thus,
Pal-CoA may play an important role in the progression of liver disease
from simple steatosis to more severe hepatic steatohepatitis in the
sucrose-fed model, by involving cyt-c release and key apoptosis process.
Therefore, the purpose of this study was to examine the effects of
Pal-CoA on cyt-c release from liver mitochondria of an obesity model by
monitoring mitochondrial membrane permeability transition (mMPT)
and ROS generation, which are possible events associated with cyt-c
release from mitochondria.

drial c

2. Materials and methods
2.1. Animals

The experiments were conducted in accordance with the Mexican
Federal Regulations on Experimentation and Animal Care (NOM-062-
Z0O0-2001). The protocol was approved by the Animal Care Committee
of our National Institute of Cardiology Ignacio Chavez. Male Wistar rats,
28 days old and weighing approximately 65 + 5 g, were housed on a
12:12 light-dark cycle and randomly separated into two groups of 6-8
animals each: a control group (C) in which the rats received drinking
water, and a sucrose-fed group (SF) in which the rats received drinking
water containing 30% sucrose for 24 weeks. Both groups of animals
were fed a solid diet ad libitum (Lab diet formula 5001, Ralston Purina
Corp., St Louis, MO). Food (g day " rat™') and water (ml day ' rat™')
consumption was monitored every 2 days during the last week of the
experimental period. Individual caloric intake (kJ day ' rat™!) was
assessed from food and sucrose intake. After 24 weeks of treatment, rats
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were fasted overnight and euthanized the following day.
2.2. Plasma sampling

After fasting overnight, the animals were euthanized and their blood
was immediately collected in a tube containing 10 mM K-EDTA and
centrifuged at 600xg for 20 min at 4 °C. The resulting plasma was
supplemented with 0.005% BHT (butylated hydroxyl-toluene) as an
antioxidant and stored at —70 °C until lipid analysis could be performed.
Intra-abdominal fat, an important marker of insulin resistance and a
feature of the metabolic syndrome, was dissected from the retroperito-
neal cavity and around both kidneys and i diately weighed. Visceral
and duodenal fat were not included in this procedure All procedures
were performed in an ice bath.

2.3. Mitochondria preparation

After sacrificing the animals, the liver was rapidly extracted and
placed in buffer A containing 250 mM sucrose, 10 mM Tris-base, 1 mM
EGTA, pH 7.4 and stored at 4 °C. The llver was homogenized in 30 ml of
the buffer A in a Potter-type h g The h was
centrifuged at 600 xg for 10 min at 4 °C to remove connectxve tissue and
cellular debris. The supernatant was recovered and centrifuged at
8000xg for 10 min at 4 °C to obtain the mitochondrial fraction. The
resulting pellet was suspended in buffer B, containing 250 mM sucrose,
10 mM Tris-base, pH 7.4, supplemented with 0.1% bovine serum albu-
min (BSA) and incubated for 10 min at 4 °C. After incubation, 20 ml of
buffer B was added and the mixture was centrifuged at 8000xg for 10
min at 4 °C. The mitochondrial fraction was suspended in 1 ml of the
same buffer B without BSA and the samples were stored at 4 °C for the
duration of the experiments. Sample protein content was determinated
according to the method of Lowry et al. (1951) using BSA for the stan-
dard curve.

2.4. Lipid extraction and analysis of FFA composition

FFAs were extracted from 10 mg of mitochondrial protein or whole
liver homogenate in the presence of 10 pg and 100 pg of heptadecanoic
acid (internal standard), respectively, using chloroform-methanol (2:1
v/v) containing 0.002% BHT, as described by Folch et al. (1957). The
resulting lipid residue was dissolved in 1 ml of hanol ¢ ining 0.1
ml of 2,2 dimethoxypropane and 0.01 ml of concentrated H,SO4 to
esterify the FFAs to their corresponding methyl esters at room temper-
ature for 15 min, as described by Tserng et al. (1981) and modified in
our laboratory (El Hafidi et al.,, 2004). These reaction conditions are
necessary to avoid esterification of phospholipid fatty acids, cholesterol
esters and triglycerides. This method was compared to the method using
thin layer chromatography to separate FFA from other lipid components
of the total lipid extract and no significant difference was found between
the two methods. The method used in this work has the advantage of
limiting the exposure time of the lipid extract to auto-oxidation. The
concentration and composition of FFA methyl esters were evaluated by
gas liquid chromatography (GLC) as previously described (EI Hafidi
et al., 2004).

2.5. Mitochondria oxygen uptake

Mitochondrial respiratory rates were measured using a Clark-type Oy
electrode and incubating 0.5 mg protein/ml of fresh mitochondria in an
air-saturated medium containing: 125 mM KCl, 10 mM HEPES (pH
adjusted to 7.4 with KOH), 10 mM EGTA, 2 mM K;HPO4, 5 mM MgCl,
Oxygen uptake was assessed in forward and reverse electron transport
fluxes by energizing mitochondria with pyruvate/malate (5/3 mM) or
succinate (5 mM), respectively, at 30 °C. ADP (250 pM) was added to
evaluate state III. State IV corresponds to oxygen uptake after ADP
exhausting. Oxygen uptake was also evaluated in the presence of Pal-
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CoA (C16:0-CoA) and palmitic acid.
2.6. Cytochrome c release

Mitochondria (1 mg) were incubated in 1 ml medium containing 150
mM sucrose, 50 mM KCl, 5 mM Tris, 10 pM EGTA and 1 mM KHPO, (pH
7.4) for 10 min at 30 °C with continuous stirring. Cyt-c release experi-
ments were performed in the presence of different concentrations of Pal-
CoA (2.5, 5, 10 and 20 pM) and in the presence of cyclosporin A (CsA),
an inhibitor of mMPT, and in the presence of thioridazine as an inhibitor
of peroxisomal Pal-CoA oxidase. Other experimental conditions are
indicated in Figure legends. After 10 min of incubation, the samples
were centrifuged for 10 min at 8000xg. The supernatant was filtered
through a membrane of PVDF (0.45 pm) and the cytochrome ¢ content
was determined by high-performance liquid chromatography (HPLC)
using a 300 A DeltaPack C4 column with 5 pm particles (3.9 x 150 mm,
Waters). A gradient of 30% acetonitrile in water with trifluoroacetic acid
(0.1% v/v) to 70% acetonitrile in water with trifluoroacetic acid (0.1%
v/v) over 15 min with a flow rate of 1 ml/min was used, as described
elsewhere (Ruiz-Ramirez et al., 2015). Cyt-c was detected at 393 nm and
the concentration was quantitated using a standard curve of cyt-c from
bovine heart (Sigma).

2.7. Mitochondria H;0, generation

H,0, generation by mitochondria was assessed by Amplex Red
fluorescence measured with a PerkinElmer LS50B spectrofluorometer
and using a stirred cuvette maintained at 30 °C. Mitochondria (0.250
mg) were incubated with different concentrations of Pal-CoA (2.5, 5, 10,
and 20 pM) in 2 ml of buffer containing 150 mM sucrose, 50 mM KCl, 5
mM Tris, 3 mM MgCly, 10 pM EGTA, 1 mM KH,PO4 (pH 7.4), 10 yM
Amplex Red, and 1 U/ml horseradish peroxidase. The effect of ADP, CsA,
catalase, and thioridazine on H,0, generation from mitochondria was
examined using the same buffer. Peroxidase was used to amplify Amplex
Red fluorescence during H03 reduction (Ruiz-Ramirez et al., 2011;
Rodrigues and Gomes, 2010). Amplex Red oxidation was monitored at
475 and 525 nm as excitation and emission wavelengths, respectively.
The rate of H20; generation was calibrated by adding known amounts of
H0; to the buffer containing the appropriate dye, horseradish peroxi-
dase and mitochondria.

2.8. Mitochondria membrane permeability transition (mMPT)

h

Mitochondria (0.250 mg/ml) were i d in cyt-c rel buffer
(150 mM sucrose, 50 mM KCl, 5 mM Tris, and 250 yM KH2PO4 pH 7.4)
containing 100 pM Calcium Green-5N (Thermos Fisher Scientific) for 1
min. Thereafter, mitochondria were energized with 5 mM succinate and
CaCl2 was added repeatedly (with a final concentration of 5 yM per
addition) at 1 min intervals until induction of the permeability transi-
tion. This experiment was performed in the presence of Pal-CoA at 2.5, 5
and 10 uM and in the presence of 5 yM CsA and 250 pM ADP to inhibit
mMPT. Catalase (100 U/ml) and thioridazine (25 pM) were also assayed
to investigate ROS involvement in mMPT. Calcium Green-5N fluores-
cence was measured in a PerkinElmer LS50B spectrofluorometer, using a
magnetically stirred quartz cuvette at 30 °C. Thereafter, saturated con-
centrations of Ca>* and EGTA were added at the end of each experiment
to obtain the fluorescence Fmax and Fmin respectively, to calculate the
concentration of Ca?" within mitochondria that serve to calculate the
capacity of mitochondria to retain Ca?* (CRC = n + [Ca®'] * mg™!
protein) as described by Amigo et al. (2017), where n is the number of
times calcium is added before mMPT induction. The concentration of
Ca®" was determined according to the formula: [Ca2+] = Kd * (F -
Fmin)/(Fmax - F) (Amigo et al., 2017), where F is the slope of fluores-
cence after a successive addition of 5 uM of Ca®’, The dissociation
constant (Kd) is a measure of the affinity of the probe for calcium, a Kd of
14 pM as reported by the manufacturer was used.

Food and Chemical Toxicology 154 (2021) 112351

2.9. Western blot of cyt-c and mMPT-related proteins (ANT: adenine
nucleotide translocase, cyclophilin-D and VDAC: Voltage-dependent anion
channel)

Proteins were separated using 8% or 13% SDS-polyacrylamide gel
(SDS-PAGE), depending on their molecular weights, and electro-
transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Immobi-
lon-P, Millipore). Cyt-c, ANT, cyclophilin D, and VDAC were measured
in mitochondria. After transfer, PVDF membranes were blocked with 5%
nonfat dry milk in TBS-Tween 20 buffer (10 mM Tris-base, 10 mM NaCl,
0.1% Tween-20) for 2 h at room temperature. The blocked membranes
were incubated overnight at 4 °C in the same buffer without Tween
containing mouse polyclonal antibody against cyt-c (1/1000), ANT (1/
500), cyclophilin D (1/500), VDAC (1/200) (Santa Cruz Biotechnology,
CA). For control load, goat polyclonal anti COXIV, a cytochrome oxidase
subunit (1/1000) (Santa Cruz Biotechnology CA) was used. The PVDF
membranes were washed with TBS-Tween buffer and then incubated
with horseradish peroxidase conjugated to anti-mouse, anti-goat or anti-
rabbit IgG, depending on the primary anti-body used. The bands were
visualized using an enhanced chemiluminescence detection reagent
(Millipore) and exposed on Kodak Biomax ML scientific image film for
5-10 min. The band densities were analyzed by the photodocumenter
GelDoc (UVP, Inc, Upland, CA, USA).

2.10. Cardiolipin analysis

Ten mg mitochondrial protein was treated with 20 M palmitic acid
or Pal-CoA for 10 min. After the incubation was ended, lipids were
extracted from mitochondria using chloroform-methanol (2:1, v/v) in
the presence of 20 nmol of tetrameristoyl cardiolipin ((C14:0),CL) as
internal standard, according to the modified Folch extraction technique
(Folch et al., 1957). The total lipid extracts were dried under a gentle
stream of nitrogen and they were stored at —20 °C until their analysis.
Lipid extracts were suspended in 500 pl hexane-isopropanol (3:2, v/v)
containing 10 mM ammonium acetate and were injected by a direct
infusion into a mass spectrometer (MS) equipped with electrospray
ionization (ESI) (Bruker, Billerica, MA, U.S.A.). The sample infusion
flow rate was 5 pl/min and the needle operated at 3 kV in negative
mode. The nitrogen drying gas flux was maintained at 8 L/min at 200 °C.
The ion source and the ion voltage parameters were optimized with
respect to the negative ions of the standard CL. The MS data were
collected under full scan mode in the range of 600-2500 m/z (mass to
charge ratio).

2.11. Statistical analysis

All statistical analyses were performed with Sigma Plot version 11
(Systat Software Inc, CA, U.S.A.). All values are presented as means +
SD. The differences between groups were determined by one-way
ANOVA for selected variables flowed by Tuckey test. The number of
animals used for each analysis is indicated in the Figure and
Table footnotes. Group means differences were considered significant
when p < 0.05.

3. Results
3.1. General characteristics of animals and liver FFA contents

Table 1 shows that the SF animals ingested less solid food than the
animals of control group (C). However, there was no difference in water
intake between the two groups. Caloric intake calculated from food and
sucrose-sweetened drinking water by the SF rats was significantly higher
than that of the C group. The sucrose-rich diet promotes significant
acc lation of intra-abdominal fat (p < 0.01) and a significant in-
crease in body weight (p < 0.05). These alterations are associated with a
significant increase in plasma triglycerides (p < 0.01), whereas glucose
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Table 1

General characteristics of animals.
Clinical features Control SF
Body weight (g) 485.5 + 11.06 559.6 + 22.4*
Intra-abdominal fat (g) 4.01 £ 0.4 21.03 £ 2.6 **
Plasma glucose (mg/dl) 114.76 + 4.7 101.9 + 9.2
Plasma triglycerides (mg/dI) 58.5 + 4.8 1326 + 10.4%*
Cholesterol (mg/dl) 61.6 + 4.5 582 +4.8
Food intake (g/day/rat) 23.6 + 2.6 14.6 + 3.7 *
Water intake (ml/day/rat) 45.6 £ 5.7 43.6 £ 4.8
Energy intake (Kcal /day/rat) 313.4 + 10.7 375.3 + 9.5%

Values are expressed as the mean + SE (n = 8 different animals). The values were
obtained at the end of the treatment period. Significant differences of the control
group vs SF * P < 0.05; **P < 0.001.

and cholesterol remain unchanged in both experimental groups.

Table 2 shows a significant increase (p < 0.05) of palmitic, palmi-
toleic as well as oleic acids, in the mitochondrial fraction of SF rats
compared to C rats. Conversely, the levels of polyunsaturated linoleic
and arachidonic acids were found to be significantly lower in the
mitochondria of SF animals compared to C animals (p < 0.05 and p <
0.001). In whole liver homogenates from SF rats compared to C rats,
palmitoleic and oleic acids were significantly higher (p < 0.05) while
palmitic acid increased but did not reach statistical significance. On the
other hand, the amounts of polyunsaturated linoleic and arachidonic
acids in the whole liver h in SF animals do not differ
significantly from those in C animals. Regarding the total amount of FFA
resulting from the sum of the different fatty acids identified, it appears
that the total FFA increases significantly (p < 0.05) in the whole liver
homogenates of SF rats. In the mitochondrial fraction, however, the total
FFA does not undergo any significant change.

3.2. Mitochondrial oxygen uptake

The rate of oxygen uptake by succinate-oxidizing mitochondria in
the presence of ADP (state I1I) and after ADP depletion (state IV) did not
differ significantly between SF and C mitochondria (Table 3), and no
change was observed in the respiratory control (RC) that corresponds to
the ratio between the rates of oxygen uptake in states III and IV. When
Pal-CoA was added to succinate-oxidizing mitochondria, oxygen uptake
significantly decreased in state III (p < 0.05) and showed no significant
change in state IV, resulting in a significant decrease in RC in both types
of mitochondria (p < 0.05). On the other hand, palmitic acid, as a free
fatty acid and precursor of Pal-CoA, at the same concentration used for
Pal-CoA, showed no effect on oxygen uptake in either control or SF
mitochondria.

3.3. Palmitoyl-CoA and cytochrome c release
Fig. 1A shows a significant increase in cyt-c release from SF and C

Table 2
Free fatty acids in mitochondria and whole liver homogenate.

Table 3
Effect of Pal-CoA on mitochondria oxygen uptake.
Substrates State I State IV RC
(4 SF C SF C SF
G/M 1124 + 120 + 23.8 & 29.2 + 49 + 41+
48.5 48.1 6.7 3.6 2 1.6
Succinate 183.8 + 198.9 + 432 + 55.1 + 4.6 & 4+19
35 30.6 9.8 15.2 23
Suce + 1135+ 127.5 + 48.6 £ 60.5 + 24+ 22+
C16:0-CoA 30.6 * 36.4** 16.8 23.4 0.6* 0.4*
Suce + 154.6 & 168.6 + 49.7 & 55.1 % 3.6+ 3+12
C16:0 17.6 76.8 16.2 12.8 1.8

mitochondria oxidizing succinate compared with its release under
baseline conditions (i.e., without succinate and Pal-CoA). Nevertheless,
cyt-c release was significantly lower in SF mitochondria than in C
mitochondria (12.62 + 2.3 vs 23.1 + 4.4 nmol/mg protein). In the
presence of Pal-CoA at high concentrations (10 and 20 uM), cyt-c release
from both types of mitochondria increased more than in the presence of
succinate (Fig. 1A). However, cyt-c release remained lower in SF rats
compared with the control. The addition of ADP to mitochondria
significantly reduced cyt-c release in C and SF mitochondria during
succinate oxidation, and this sensitivity to ADP disappeared when Pal-
CoA was added to mitochondria (data not shown). Pre-incubation of
mitochondria with cyclosporine A (CsA) suppressed Pal-CoA-induced
cyt-c release in C and SF mitochondria (Fig. 1B). Because ROS genera-
tion has been described to be involved in cyt-c release from mitochon-
dria, the addition of catalase to the incubation medium to scavenge
H20; generated by Pal-CoA, induced a partial inhibitory effect on cyt-c
release in C mitochondria and did not significantly affect cyt-c release
from SF mitochondria (Fig. 1C). In the presence of Pal-CoA, ROS gen-
eration may be promoted by the activity of peroxisomal Pal-CoA oxi-
dase, which may be present in trace amounts in our mitochondria
preparation. Thus thioridazine, as an inhibitor of Pal-CoA oxidase (Van
den Branden et al, 1987), partially inhibited cyt-c release from C
mitochondria and had no effect on SF mitochondria (Fig. 1D). The dif-
ference in cyt-c release between SF and C mitochondria cannot be due to
a difference in mitochondrial cyt-c level because Western blot analysis
using the anti-cyt-c antibody showed no significant difference between C
and SF mitochondria (Fig. 1E).

3.4. Effect of palmitoyl-CoA on mitochondria H202 generation

Fig. 2A shows that mitochondria from SF rat liver generated Hy0; at
a higher rate than control mitochondria (121.2 + 30.5 vs. 97.2 + 13.7
pmol/min/mg) during succinate oxidation, as previously described
(Ruiz-Ramirez et al.,, 2015). In the presence of ADP, Hy0, generation
was significantly reduced in SF and C mitochondria (84.3 + 10.6 vs.
121.2 + 30.5 in SF and 75.9 + 7.5 vs. 97.2 + 13.7 pmol/min/mg in C
mitochondria). In addition, ROS generation from SF mitochondria was
more sensitive to ADP than that from C mitochondria. In the presence of
5-20 puM of Pal-CoA, Hz0, generation was exacerbated in both types of
mitochondria (495.9 + 66.6 vs 121.2 + 30.5 in SF and 406.2 + 48.9 vs
97.2 + 13.7 pmol/min/mg in C mitochondria at 10 pM). Furthermore,
H,0, generation remained significantly higher in the mitochondria of SF
i Is at all concentrations of Pal-CoA used. Hy0,

Farty Acid Mitochondria Whole liver homogenate
Cc SF C SF Is than in C
Palmitic 9.02 + 3.68 17.03 + 5.8* 29.8 +15.3 358 + 6.1
Palmitoleic ND 1.02 + 0.79** 0.6 £ 0.5 6.3 + 2.1
Stearic 17.28 + 14.17 10.91 + 2.58 122 + 3.8 133+ 24
Oleic 22111 5.61 + 1.52** 11.1 £ 6.5 32.1 + 8.5%
Linoleic 10.56 + 8.11 4.81 + 2.02* 143 £ 8.4 17.9 + 6.4
Arachidonic 14.82 £ 9.73 6.27 + 1.77** 10.2 £ 5.6 119 + 3.7
Total FFA 53.92 + 28.28 45.67 + 9.53 785+11.4 117.5 + 27.6*

Values are expressed as the mean + SE and represent nmol/mg of protein in
mitochondria (n = 6 different animals). The values were obtained at the end of
the treatment period. * corresponds to the significant differences of C group vs
SF * P < 0.05; **P < 0.001. ND corresponds to Not Detected.

generation induced by Pal-CoA at several concentrations was insensitive
to ADP (data not shown) and to CsA at 5 pM (Fig. 2B), a concentration
sufficient to inhibit the effect of Pal-CoA on cyt-c release in C and SF
mitochondria. To investigate the involvement of Hy0; generated under
the effect of Pal-CoA in our mitochondria preparation, catalase was
added and was observed to inhibit HyO, generation in a dose-responsive
manner, as shown in Fig. 2C. The inhibitory effect of catalase on Hy0,
generation does not differ between C and SF mitochondria. Fig. 2D
shows the effect of thioridazine used to inhibit peroxisomal Pal-CoA
oxidase, which may contribute to the increased H,0, generation due
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Fig. 1. Cytochrome c release in the presence of different concentrations of Pal-CoA (Panel A). Panel B corresponds to the effect of 10 pM Pal-CoA on cyt-c release in
the presence of different concentrations of cyclosporine. Panels C and D correspond to the effect of catalase and thioridazine respectively, on cyt-c release induced by
10 pM Pal-CoA. Panel E corresponds to the Western blot of total mitochondrial cytochrome ¢ from liver. The white bars correspond to controls; the black bars
correspond to SF mitochondria. The values are expressed as mean - SE (n = 6 to 8 different animals). *P < 0.05 and **P < 0.001 correspond to C vs C + C16:0C0A;
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to peroxisome traces in our mitochondria preparation. As shown in
Fig. 2D, thioridazine inhibited Pal-CoA-induced H0, generation in a
dose-responsive manner in both SF and control mitochondria. At all
concentrations of pal-CoA used, the sensitivity to the inhibitory effect of
thioridazine did not differ between C and SF mitochondria.

3.5. Pal
(mMPT)

itoyl-CoA and mitochondrial b permeability transition

mMPT is an event in which the inner mitochondrial membrane be-
comes permeable to solutes of less than 1500 Da, resulting in a collapse

of the mitochondrial transmembrane potential, inhibition of oxidative
phosphorylation, release of pro-apoptotic factors, and cell death. The
increased capacity of mitochondria to retain calcium is well known to
delay mMPT and protect against mitochondrial dysfunction. ca’t (5
pM) was added every minute to mitochondria in the presence of Calcium
Green-5N as a fluorescent Ca®* probe. Ca?t uptake was monitored by
measuring extra-mitochondrial Calcium Green-5N fluorescence until
mMPT pore opening was reached. Each stimulator or inhibitor was
added to mitochondria immediately before Ca** additions were started.
Fig. 3A and B shows typical calcium uptake traces in which Ca®* was
added at equal intervals until the accumulation capacity was saturated
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Fig. 3. Calcium uptake in liver mitochondria from C and SF animals monitored using Calcium Green-5N as described in Experimental procedures. Representative
traces of mitochondria from C animals (panel A) and of mitochondria from SF animals (panel B). Each peak corresponds to the addition of 5 pM calcium. Repre-

sentative traces in the presence of 2.5, 5 and 10 pM Pal-CoA.

and no uptake could be observed (resulting in increased levels of
measured extra-mitochondrial Ca®*. We found that liver mitochondria
from SF rats (Fig. 3B) had fewer calcium additions required to reach
saturation compared with C mitochondria (Fig. 3A). Interestingly,
addition of Pal-CoA at different concentrations decreased the number of
calcium additions required in a dose-responsive manner in both C and SF
mitochondria. These Ca?’ uptake curves of energized mitochondria

allowed us to calculate the Ca®' retention capacity (CRC) of liver
mitochondria isolated from SF and C animals to take up and accumulate
Ca?" under different experimental conditions; the results are summa-
rized in Fig. 4. We found that the CRC of the SF liver mitochondria in the
presence of succinate was significantly reduced compared with C
mitochondria (p < 0.05) (Fig. 4A). This capacity was significantly
reduced when Pal-CoA was added to mitochondria at 5 and 10 pM in
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corresponds to C vs SF.

both C and SF mitochondria and no difference in Pal-CoA sensitivity was
observed between C and SF mitochondria (Fig. 4A). Using cyclosporine
A (CsA), the best-characterized inhibitor of cyclophilin D (CypD), a
member of the mMPT-regulated proteins, significantly increased CRC
when mitochondria were energized with succinate or in the presence of
the lowest concentration of Pal-CoA used (2.5 pM) (Fig. 4A). In addition,
the sensitivity of mitochondria CRC to CsA in the presence of Pal-CoA at
the lowest concentration used decreased in both C and SF. However, at
10 pM Pal-CoA, CsA sensitivity of mitochondria CRC was significantly
reduced in SF than C mitochondria (p < 0.05) (Fig. 4A). ADP-induced
adenine nucleotide translocase (ANT) activity has been described to
regulate mMPT induction in mitochondria (Kantrow et al., 2000).
Addition of 250 M ADP to succinate-oxidizing mitochondria increased
CRC in C mitochondria and did not affect it in SF mitochondria (Fig. 4B).

In the presence of high concentrations of Pal-CoA (5 and 10 uM), both C
and SF mitochondria lost their sensitivity to ADP and a collapse of CRC
was also observed (Fig. 4B).

Because ROS are involved in mMPT induction, the addition of
catalase to inhibit Pal-CoA-induced H,0, formation may protect mito-
chondria from Pal-CoA-induced mMPT. Fig. 4C shows that catalase did
not suppress Pal-CoA-induced mMPT at any concentration used in either
control or SF mitochondria (Fig. 4C). In addition, catalase reduced
mMPT in C and SF mitochondria when Pal-CoA was added at 2.5 and 5
M to mitochondria. Pal-CoA-induced ROS generation may be mediated
by peroxisomal Pal-CoA oxidase, which generates HyO, and may be
present in trace amounts in our mitochondria preparation. In this re-
gard, thioridazine, an inhibitor of Pal-CoA oxidase, was used to inves-
tigate the involvement of ROS in mMPT induction. Fig. 4D shows that
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thioridazine, as well as catalase, did not affect the decrease in CRC
induced by Pal-CoA at high concentration. Instead, thioridazine acted
synergistically with Pal-CoA, significantly collapsing CRC in both types
of mitochondria.

Regarding the precursor of Pal-CoA, which is palmitic acid at low
concentration (2.5 pM), Fig. 4E shows that it induces a decrease of CRC
in SF mitochondria to levels comparable to those of C mitochondria. This
decrease is inhibited by CsA and not by ADP (Fig. 4F). In addition, C
mitochondria are more sensitive to CsA than SF mitochondria.

3.6. Expression of mMPT-related proteins (ANT, VDAC and cyclophilin-
D)

Other possible mechanisms that could be involved in the effect of
Pal-CoA on cyt-c release in mitochondria are the expressions of ANT,
cyclophilin D (Cyp-D), and the VDAC, members of mMPT-regulated
protein pore opening. A representative Western blot shows no differ-
ence in the intensity of the bands of the three different proteins analyzed
in SF mitochondria compared with C mitochondria. Furthermore,
Fig. 5A, B, and 5C, corresponding to ANT, Cyp-D, and VDACs proteins,
respectively, show no difference in the optical density of bands between
SF and C mitochondria.

3.7. Pal

itoyl-CoA and mitochondrial cardiolipin content

Cardiolipin (CL) is a complex phospholipid, specific to mitochondria.
It is an anionic phospholipid involved in the anchoring of cyt-c to the
inner mitochondrial membrane and is involved in several other func-
tions such as stability and activity of complex II (Pennington et al.,
2019). MS analysis showed no significant difference in the total amount
of CL between C and SF (19.05 + 5.07 vs. 16.68 + 2.08 nmol/mg pro-
tein). Addition of Pal-CoA to mitochondria reduced the total amount of
CL without reaching a statistically significant difference (Table 4). The
proportions of the main molecular species of CL detected in C and SF
mitochondria are summarized in Table 4. In SF rat mitochondria, there
is a general increase in the proportion of (C68)CL to (C70)CL clusters
that are enriched in palmitic acid. Nevertheless, the proportion of (C72)
CL cluster corresponding to m/z:1448.2 and m/z 1450.5 ions and con-
taining exclusively linoleic acid was decreased in SF mitochondria

n
=)

>

o

0. D. (ANTYO. D.(COX IV)
o -
o o

o

.0 -

C
=RESSSSSE

W w—w——— =  VDAC

- o

Control SF

Food and Chemical Toxicology 154 (2021) 112351

Table 4
Effect of Pal-CoA on cardiolipin molecule species composition.
CL m/z C SF C + Pal- SF + Pal-
cluster CoA CoA
(C68)CL 1400.257 0.84 + 0.76 + 0.11 0.40 + 0.72 + 0.22
0.21 0.11¥% &
1402.149 0.81 + 0.73 £0.11 0.66 = 0.73 £0.24
0.14 0.20
1404.156 0.90 + 070 £0.15 0.74 & 0.68 + 0.09
0.11 0.26
(C70)CL 1424.201 0.91 + 1.73 & 0.70 + 1.67 + 0.19
0.14 0.22* 0.21 &
1426.065 0.82 + 1.18 + 0.58 + 1.13 £ 0.16
0.08 0.16%* 0.09% &
1428.263 0.76 + 0.83 £ 0.07 0.61 + 0.90 + 0.30
0.11 0.08
(C72)CL 1448.216 4.47 235+ 3.62 2.20 £ 0.29
1.78 0.23%* 1.25
1450.235 3.56 + 2.54 + 2.86 + 2.54 4 0.32
1.18 0.18** 0.77
1452.233 1.90 £+ 1.80 £0.17 1.42 £ 1.72+0.19
0.45 0.34
(C74)CL 1472.261 1.06 1.08 £0.26 091 % 0.85 + 0.12
0.32 0.16
1474.237 1.13 £ 1.23 £0.21 0.90 1.21 £ 0.42
0.26 0.16
1476.219 1.06 + 0.96 + 0.15 0.77 0.90 + 0.18
0.13 0.16¥
1478.413 0.84 + 0.77 £ 0.06 0.58 + 0.86 + 0.23
0.18 0.13 &
Total CL 19.05 = 16.68 + 14.75 16.12 =
5.07 2,08 3.91 2.95

The values are expressed as nmol/mg protein and correspond to the mean + SD
(n = 4 different animals). The amount of each species was calculated from the
count abundance of each species in relation to the count abundance of
(C14:0),4CL as internal standard. (C68)CL contains two C16 carbon chains and
two C18 carbon chai: (C70) CL contains one C16: 0 carbon chain and three
C18 carbon chains; (C72)CL contains four C18 carbon chains; (C74)CL contains
one €20 carbon chain and three C18 carbon chains. C16 could be palmitic or

Imitoleic acid; C18 corresponds to oleic or linoleic acid, and C20 corresponds
to arachidonic acid. *P < 0.05 Cvs SF; **P < 0.001 Cvs SF; $P < 0.05 C + C16:0
vs SF + C16:0; $SP < 0.001 C + €16:0 vs SF + C16:0; &P < 0.05 C + C16:0CoA vs
SF + C16:0CoA and #P < 0.05 Cvs C + C1:0: ¥ (P < 0.05) C + C16:0 vs C.
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Fig. 5. Western blot against adenine nucleotide translocase (ANT), cyclophilin D (CypD) and voltage depending anion channel (VDAC) using COXIV as loading
control. Panels A, B, and C represent the optical density (0.D.) ratio of the bands corresponding to ANT-B (A), CypD (B) and VDAC (C) to the O.D. of the band
corresponding to COXIV used as a control load, respectively. Results are shown as mean =+ SD of 6 different mitochondria preparations.
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hondria, as described elsewhere (Ruiz-Ra-

pared to control
mirez et al., 2015).

Table 4 The (C74)CL cluster corresponding to CL species enriched in
linoleic (C18:2) and arachidonic (C20:4) acids such as (C18:2)3(C20:4)C
appeared to be decreased in SF mitochondria compared to the control
but did not reach a significant difference. In regard to the treatment with
Pal-CoA, no significant change was observed in all clusters identified in
SF and C mitochondria. In the mitochondria of control Is, treat-
ment with Pal-CoA reduced the number of clusters enriched in linoleic at
m/z:1448, 1450, and 1452 and arachidonic at m/z:1476. However,
these changes did not reach a significant difference (Table 3).

Fig. 6 shows the spectra of the different CL species in negatively
charged ion [M-H]- in control and SF mitochondria with and without
Pal-CoA treatment. In all spectra, the ions at m/z:1401.5, 1425.5,
1450.3, and 1472.4 correspond to CL species that contain (C68)CL,
(C70)CL, (C72)CL, and (C74)CL, respectively. However, no new clusters
appeared at m/z: 1482, corresponding to oxygenated (C74-OOH)CL and
atm/z: 1529, corresponding to oxygenated (C76-OOH)CL in control and
SF mitochondria, due to exacerbated H,0, generation induced by Pal-
CoA. Also not apparent were the clusters corresponding to their hy-
droxylated derivatives (C74-OH)CL at m/z: 1482-16, and (C76-OH)CL at
m/z: 1529-16 (16 corresponds to the atomic mass of oxygen).

c

4. Discussion

Sucrose intake induces hypertriglyceridemia and elevated FFA
associated with intra-abd 1 fat ac lation, as iously
described (£l Hafidi et al., 2004). Among the FFA found mcreased in the
liver of SF rats, we observed palmitic acid, a marker of elevated lipo-
genesis due to increased glucose metabolism to fatty acid biosynthesis
(Tuvdendorj et al., 2015). The increased concentration of palmitic acid
in the mitochondria of SF rats was not d with mitochond
function. In this study, no differences were found in O, uptake and
respiratory control between C or SF mitochondria oxidizing succinate or
glutamate/malate. However, when exogenous palmitic acid and
Pal-CoA are added to mitochondria at the same 10 pM concentration,
they act differently on mitochondrial oxygen uptake. In contrast to
palmitic acid, Pal-CoA inhibits oxygen uptake in state III by oxidizing

i in C and SF mitochondria, probably due to its inhibitory effect

ial
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on adenine nucleotide translocator (ANT) activity (Ciapaite et al.,
2006), whereas palmitic acid stimulates oxygen uptake in state IV only
in SF mitochondria, probably due to its uncoupling effect. Pal-CoA has
also been reported to interfere with electron transport by depleting cy-
tochrome ¢ in mitochondria, thereby interrupting electron flow from
complex III to complex IV and inhibiting ATP biosynthesis, as described
for rat heart and brain (Schonfeld and Wojtczak, 2008; Kushnareva
etal., 2002). In this work, Pal-CoA increases cyt-c release from animal C
and SF mitochondria compared to succinate. Nevertheless, cyt-c release
in the presence of succinate or Pal-CoA remains lower in SF mitochon-
dria than in control mitochondria, despite the increase in ROS genera-
tion in SF mitochondria induced by Pal-CoA or succinate.

In a previous study, we reported that SF rat liver mitochondria
generate H,0, at a higher rate than their corresponding control during
succinate or pyruvate/malate oxidation (Ruiz-Ramirez et al., 2015). In
the present work, Pal-CoA increases ROS generation much more than
when mitochondria are energized with succinate, and in both types of
mitochondria. The exacerbated ROS generation by Pal-CoA is likely due
to the presence of trace amounts of peroxisomes in the mitochondria
preparations, which may participate in the Pal-CoA-induced ROS gen-
eration, as described elsewhere (Schonfeld et al. 2009, 2010). Indeed,
ROS generation in mitochondria by Pal-CoA is sensitive to catalase ac-
tivity and to thioridazine, an inhibitor of p 1 Pal-CoA oxid
These results suggest that trace amounts of peroxisomes present in the
mitochondria preparation may contribute to the high level of mito-
chondrial Hy02 induced by Pal-CoA and may participate in the high
level of cyt-c released from mitochondria. However, cyt-c release from
SF mitochondria is not prevented by catalase or thioridazine, indicating
that Pal-CoA-induced cytochrome c release is not associated with
external ROS generation from the peroxisome. Pal-CoA-induced cyt-c
release was found to be sensitive to cyclosporine A, suggesting the
involvement of the mMPT pore opening mechanism.

For a long time, FFAs have been described as inducing mMPT pore
opening through their protonophore-uncoupling effect and decreasing
mitochondrial ATP synthesis (Schonfeld et al. 2009, 2010). In contrast,
Pal-CoA does not exert such a protonophore-uncoupling effect on
mitochondria, but has been reported to inhibit the adenine nucleotide
translocator (ANT), an important component of mMPT pore opening
(Miotto et al., 2018; Ciapaite et al., 2006). The lower mitochondrial
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Fig. 6. Effect of Pal-CoA on mass spectra of cardiolipin (CL) molecule species of mitochondria from control (C) and from sucrose-fed (SF) rats. A scan between m/
2:1000 to 1500 was performed to identify the different CL molecule species. In both spectra, the clusters of ions at m/z: 1426, 1448, and 1472 match CL species that
contain, (C70), (C72) and (C74), respectively. (C70), (C72) and (C74) represent the total number of carbon-related to four fatty acids of CL. The cluster (C72)CL (m/

7:1448) corresponds to different CL species containing four linoleic acids (C18:2)4CL. The cluster (C70)CL (m/z:1425.5) corresponds to (C1
linoleic acid is substituted by one palmitic acid. The cluster 1472 corresponds to the replacement of one linoleic acid by arachidonic acid (1
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calcium retention capacity (CRC) found in SF mitochondria reflects the
sensitivity of SF mitochondria to Ca®*-induced mMPT pore opening. In
the presence of Pal-CoA, the threshold amount of Ca?' required to
induce mMPT pore opening is lower and a collapse of mitochondrial
CRC at both concentrations used (5 and 10 pM) is observed. These effects
are prevented by CsA and not by ADP, indicating that inhibition of ANT
by Pal-CoA may prevent the effect of ADP in restoring CRC of mito-
chondria from both C and SF. Pal-CoA-induced mMPT pore opening in
Ca?'-loaded mitochondria may also be mediated by Pal-CoA-induced
exacerbated ROS generation. Indeed, it has been reported that ROS
are involved in the oxidation of thiol groups of membrane proteins such
as cysteine160 (Cys160), which is close to the adenine
nucleotide-binding site of ANT and whose oxidation abolishes the ability
of ADP to inhibit mMPT pore opening (McStay et al., 2002; Stewart
et al., 2000). However, mMPT pore opening in both mitochondria is not
prevented by catalase or thioridazine, which are shown to prevent
Pal-CoA-stimulated H,0, generation in both types of mitochondria.
These observations suggest that Pal-CoA-induced mMPT pore opening
does not involve external ROS generation and that Pal-CoA can probably
act by inhibiting ANT activity or through its interaction with the mito-
chondrial lipid membrane. Indeed, ANT interacts with CypD, a mito-
chondrial matrix protein that is part of the mMPT pore which is sensitive
to the effective peptide inhibitor CsA, by binding to CypD (Mishra et al.,
2019). Changes in CypD expression levels in a neuronal cell line (B50)
have been reported to correlate with the sensitivity of mitochondria to
Ca®" and oxidative stress-induced permeability transition (Li et al,
2004). Similarly, genetic modulation of ANT expression has been shown
to alter sensitivity to Ca®*-induced mMPT pore opening in the brain (Lee
et al.,, 2009). Thus, the lack of difference found in the expression of
CypD, ANT, and VDAC suggests that the difference in sensitivity to
Ca2-+-induced mMPT pore opening between C and SF mitochondria is
not related to the expression of pore regulatory proteins.

Pal-CoA has been described to interact superficially with the mem-
brane by binding cyt-c (Stewart et al., 2000). However, due to its hy-
drophilic CoA moiety, it cannot diffuse across the inner membrane.
Furthermore, through its saturated hydrophobic moiety, it can be
inserted into the lipid membrane, inducing changes in its physical
properties that influence the activity of the respiratory complex (Ober-
hauser et al., 2020) and probably the release of cyt-c. Thus, Pal-CoA, by
increasing cyt-c release from SF, may participate in the progression of
hepatic steatosis to more severe liver disease, such as steatohepatitis,
through a mechanism that involves cyt-c release and mMPT. On the
other hand, the decrease in cyt-c release from SF compared with C
mitochondria, both under the influence of Pal-CoA, may be related to
the lipid composition of the inner membrane such as cardiolipin (CL), an
exclusive phospholipid of the mitochondrial membrane that interacts
directly with cyt-c. In the presence of Hy0j, cyt-c acquires peroxidase
activity, oxidizing cardiolipin and breaking the electrostatic and hy-
drophobic interactions, involved in the dissociation of cyt-c from the
lipid membrane (Mandal et al., 2015; Jiang et al., 2008). The interaction
between CL and cyt-c seems to depend on the fatty acid composition of
CL, which is mainly composed of poly urated linoleic acid under
physiological conditions (Ruiz-Ramirez et al., 2015; Jiang et al., 2008).
In this study, mass spectrometric analysis of CL suggests that enrichment
of CL with palmitic and oleic acids in SF liver mitochondria makes them
less susceptible to peroxidation, which may result in a decrease in cyt-c
from SF mitochondria, as previously described (Ruiz-Ramirez et al.,
2011). Indeed, CL hydroperoxides or their corresponding hydroxides
that would be identified at clusters m/z: 1482, 1466 and 1522 and 1506
corresponding to (C74-OOH)CL, (C74-OH)CL (C76-OOH)CL and
(C76-OH)CL respectively, are not clearly detected. These observations
suggest that the enrichment of cardiolipin with palmitic acid, due to the
availability of palmitic acid and its corresponding activated Pal-CoA,
makes it more resistant to peroxidation, despite the excessive genera-
tion of Hy03 induced by Pal-CoA. Furthermore, oxidized CL, products of
cyt-c peroxidase activity, are involved in the oligomerization of Bax to
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form a pore in the mitochondrial outer membrane through which cyt-c is
released from the mitochondrion to the cytosol (Kagan et al., 2014;
Barayeu et al., 2019).

In summary, the increased Pal-CoA-induced cyt-c release in SF and C
mitochondria can be attributed to the opening of the mMPT pore due to
the sensitivity of Ca®* retention capacity and cytochrome c release to
CsA in SF mitochondria. Furthermore, the results suggest the direct
interaction of Pal-CoA with the mitochondrial membrane and with
mMTP-related proteins. However, the decrease in cyt-c release from SF
mitochondria can be attributed to changes in the species composition of
cardiolipin molecules. Despite the reduction in cyt-c release in SF
mitochondria, the significant increase in cyt-c release induced by Pal-
CoA in both types of mitochondria suggests that Pal-CoA may
contribute to mitochondrial dysfunction that leads to cell death by
apoptosis. Finally, our work allows us to propose that Pal-CoA induced
by FFA accumulation in the liver due to the high sucrose diet, may
contribute to the progression of fatty liver disease to more severe disease
through a mechanism that involves cyt-c release and mMPT pore

Sucrose diet

4 Lipogenesis

4 Fat deposition

liver

v

* e <= Palmitoyl-CoA f

(Palmitic Acid)
(Availiblity of substrates)

Catalase
Thioridazine

Cardiolipin
H202+ mPTP enriched
opening  jn palmitic acid.

+CLC+/(§
&

Hepatocyte
Apotosis
Liver disease progress

Fig. 7. Proposed mechanism by which Pal-CoA exerts its effect on mitochon-
dria to release cyt-c. Sucrose intake induces FFA biosynthesi. Palmitic acid, as
an FFA resulting from de novo lipogenesis, is activated to Pal-CoA. The high
availability of Pal-CoA induces mMPT and ROS generation, both of which are
involved in cyt-c release. However, the incorporation of palmitic acid into
cardiolipin makes it resi: to p idation, a hanism involved in the
dissociation of cyt-c from the mitochondrial inner membrane that ultimately
leads to apoptosis.
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opening a keys process of hepatocyte apoptosis as illustrated in Fig. 7.
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