R a);i ¥ieg
o -“; _ =

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE CIENCIAS

E’STRES OXIDATIVO EN EL HIGADO DE RATA CON
SINDROME METABOLICO: PARTICIPACION DE LA
MITOCONDRIA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

PRESENT A

QFB EDUARDO MARTINEZ ABUNDIS

DIRECTOR DE TESIS: DR. MOHAMMED EL HAFIDI BENTLAKDER

MEXICO, D.F. FEBRERO, 2006



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Indice

1. Resumen.
2. Introduccion
Las especies reactivas de oxigeno y el estrés oxidativo.
Generacion de especies reactivas de oxigeno por la mitocondria
Cadena respiratoria mitocondrial
Sistemas antioxidantes mitocondriales
La vitamina E
Meétodos de evaluacion de estrés oxidativo
Papel de la mitocondria en el desarrollo de enfermedad
Estrés oxidativo en obesidad

Esteatosis hepatica

10

13

14

15

16

17

Efecto de los acidos grasos no esterificados sobre el metabolismo mitocondrial 21

Las proteinas desacoplantes

Antecedentes experimentales de las ratas con sindrome metabdlico
3. Hipotesis
4. Objetivos
5. Metodologia

Determinacion de triglicéridos e insulina

Aislamiento de mitocondrias de higado de rata

Determinacion de proteinas

Controles respiratorios

Liberacion de H,O, a partir de mitocondrias de higado

Potencial membranal mitocondrial

Determinacion de ubiquinol 9, a-tocoferol y glutation en mitocondrias

23

25

27

27

28

29

29

30

31

33

35

36



Determinacion de acidos grasos no esterificados

Cuantificacion de malondialdehido

Determinacion de la actividad de superoxido dismutasa mitocondrial
Determinacion de la actividad de catalasa

Determinacion de la actividad de glutation peroxidasa

Analisis de UCP-2 por Western Blot

Disefio estadistico

6. Resultados

Caracteristicas generales

Estrés oxidativo

Implicacion de la cadena respiratoria mitocondrial en el estrés oxidativo
Efecto del acido oleico sobre el potencial mitocondrial y generacion de H,O,
Analisis de UCP-2 en higado

Efecto del suplemento de vitamina E sobre el estrés oxidativo

7. Discusion

El sindrome metabdlico

Esteatosis hepatica en las ratas con sindrome metabolico

Participacion de la mitocondria en el desarrollo de estrés oxidativo en las
ratas con sindrome metabolico

El ciclo Q

Potencial membranal

Efecto de los acidos grasos sobre la generacién mitocondrial de H,O,
Actividad antioxidante mitocondrial

Suplemento alimenticio de vitamina E

8. Conclusiones

9. Bibliografia

39

40

41

42

42

43

44

45

45

47

48

53

57

59

63

63

64

65

66

68

69

70

72

73

74



Simbolos y abreviaturas

ACC Carboxilasa de acetil CoA.

ACL Liasa de ATP citrato.

ADN Acido Desoxirribonucleico.

ADP Adenosin difosfato.

AG 4cidos grasos.

AGNE Acidos grasos libres.

ApoB Apolipoproteina B.

ASB Albumina sérica bovina.

ATB Acido tiobarbiturico.

ATP Adenosin trifosfato.

BHT Hidroxitolueno butilado.

Cat Catalasa.

CCCP Carbonil cianuro clorofenilhidrazona.
cit citocromo.

CPT-1 Carnitina palmitoil transferasa.

CR Control respiratorio.

CRM Cadena respiratoria mitocondrial.
DETAPAC Acido
dietiltetraaminopentaacético.

DiA-DCF 2, 7-Diacetato de
dicloroflouresceina.

DCF Diclorofluoresceina

EDTA Acido etilendiamintetraacético
EGTA Acido etilenglicoltetraacético.

EO Estrés oxidativo.

ERO Especies reactivas de oxigeno.

FAD Flavin adenin dinucle6tido.

FADH Flavin adenin dinucle6tido reducido.
FAS Sintasa de acido graso.

FMN Flavin mononucledtido.

FNT-a Factor necrotico tumoral alfa.

GDP Guanosin difosfato.

GPx Glutation peroxidasa.

GR Glutatién reductasa.

GSH Glutation reducido.

GSSG Glutation oxidado.

HPLC Cromatografia liquida de alta
resolucion.

LDL Lipoproteinas de baja densidad.

LHS Lipasa hormonosensible.

MDA Malondialdehido.

NAD" Nicotin-amin-adenin dinucleétido.
NADH Nicotin-amin-adenin  dinucle6tido
reducido.

NADPH Fosfato de nicotin-amin-adenin
dinucleotido reducido.

Pi Pirofosfato.

PK-H Proteina cinasa de higado.

POD Peroxidasa.

PVDF Fluoruro de polivinil.

Rh 123 Rodamina 123.

RSM Ratas con sindrome metabélico.

SCD Desaturasa de esteroil-CoA.

SDS Dodecil sulfato de sodio.

SODm Superédxido Dismutasa mitocondrial.
TAC Tejido adiposo café.

TAN Translocador de adenin nucleotidos.
TBH Tert-butil hidroperoxido.

TEP Tetraetoxipropano.

UCP Proteina desacoplante.

UQ Ubiquinona (estado oxidado).

UQH; Ubiquinol (estado reducido).

UV Ultravioleta.

VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad.



1. Resumen

La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y hepaticas, que se asocian con niveles elevados de marcadores de dafo
oxidativo, debido posiblemente a alteraciones en el metabolismo mitocondrial.

Durante la fosforilacion oxidativa, el 4 % del oxigeno consumido se convierte
fisiologicamente a especies reactivas de oxigeno (ERO); sin embargo, bajo ciertas
condiciones patologicas donde se pierde el balance entre pro-oxidantes y antioxidantes, esta
produccion se incrementa y provoca dafio a biomoléculas tales como ADN, lipidos y
proteinas.

El objetivo de este trabajo fue el investigar la posible participacioén de la mitocondria
en el desarrollo de estrés oxidativo en el higado de rata, un modelo experimental de
sindrome metabdlico (hipertension, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, obesidad central)
inducido por el consumo crénico de solucion de sacarosa al 30%.

Resultados. El higado de las ratas con sindrome metabdlico (RSM) contiene niveles
elevados de grasa en general y de acidos grasos no esterificados (AGNE). Ademas se
encontr6 un aumento en el contenido de malondialdehido (MDA), un indice de
lipoperoxidacion, en los sueros y mitocondrias de higado de estos animales. La
lipoperoxidacion resulta de la reaccion entre los acidos grasos poliinsaturados y las ERO.
Las mitocondrias aisladas de higado de las RSM mostraron una mayor velocidad de

liberacion de ERO que los controles, ambos oxidando succinato como sustrato.



Diversas alteraciones encontradas en estos animales, tales como los niveles altos de
AGNE, la disminucion del a- tocoferol, el incremento de la CoQy y la sobre-expresion de la
UCP-2 pueden contribuir al desarrollo del estrés oxidativo en las RSM.

El 4cido oleico disminuye el potencial de membrana, pero ademds induce un
incremento de la liberacion de H,O,. Este efecto ocurre debido a la interaccion del acido
oleico con el translocador de adenin nucle6tidos (TAN). Al suministrar un suplemento de
vitamina E en la dieta de las RSM, disminuyo el MDA en plasma, aunque no asi la
liberacion mitocondrial de H,O,. Para protegerse del estrés oxidativo, las RSM incrementan
los niveles del antioxidante CoQy y la expresion de UCP-2 en mitocondrias, lo cual se ha
descrito previamente como una defensa contra el estrés oxidativo.

Conclusiones. Las RSM presentan esteatosis hepatica. La cadena respiratoria
mitocondrial contribuye al desarrollo de estrés oxidativo determinado en el higado de estos
animales debido, posiblemente, a los AGNE que inducen una mayor liberacion de H,O,.

Este efecto ocurre debido a interacciones con el TAN.



Abstract

Obesity is a risk factor for cardiovascular and hepatic development diseases, which
are associate with high levels of oxidative stress markers, due at possible mitochondrial
metabolism injury.

During the oxidative phosphorylation 4 % of oxygen is convert to reactive oxygen
species (ROS), however, under phatologycal conditions on the pro-oxydant and antioxydant
equilibrium broke, this production incresses. Thus injury is induced at biomolecules such
DNA, lipids and proteins.

The goal was research the participation about the mitochondria on oxidative stress in
rat’s liver with metabolic syndrome (hypertension, hypertriglyceridemic, hyperinsulinemic
and central obesity) induced by chronic intake of 30 % sucrose solution.

Metabolic syndrome rats (MSR) liver has high levels of fat and non-esterified fat
acids (NEFA). Moreover we found incressed the malondialdehydo (MDA) in animal’s
mitochondria and homogenate, a index of lipoperoxydation. The lipoperoxydation is due at
reaction between poliunsaturated fat acids and ROS. The mitochondria from liver showed a
high speed of ROS syntheses that controls, both whith succinato as substrate.

Many injuries found on this animals, such high levels of NEFA, lowered of a-
tochopherol, increment of CoQy and the overexpresion of uncopling protein 2 (UCP-2) can

contribute with develop of oxidative stress on the rats.



The oleic acid lowed the membrane potential, furthermore induced a incressing on
H,0; relased. This effect occur due interactions of oleic acid whith Adenyn Nucleotides
Translocator (ANT).

Suplementation of a-tochopherol on rat’s food, decresed the MDA on plasm but not
the relased of mitochondrial H,O,.

How a protection against oxydative stress, MSR incresed CoQ9 and the expression
of UCP-2 in mitochondria, descripted previously how antioxidant defense.

The MSR have hepatic steatosis. The mitochondrial respiratory chain contribute at
development of oxidative stress on liver of this animals due influence of NEFA, that induce

high H,O; relased. This because the interaction with ANT.



2. Introduccion

Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

El oxigeno (O;) es considerado como un birradical por tener dos electrones
desapareados en su ultimo orbital. Esta caracteristica le impide participar en reacciones
que implican recibir dos electrones al mismo tiempo, por lo cual su reduccion se lleva a
cabo en cuatro reacciones consecutivas, lo que da lugar a la formacion de intermediarios
altamente reactivos como radical anion superoxido (O,"), perdxido de hidrogeno (H,O,)
y radical hidroxilo (OH") que son conocidos como especies reactivas de oxigeno (ERO)
1

La aerobiosis significo una gran ventaja evolutiva para los organismos eucariotes
debido a que los combustibles que aportan energia son oxidados en la mitocondria
utilizando al oxigeno molecular como ultimo aceptor de electrones, con lo cual se
obtiene la mayor cantidad de ATP que la célula necesita; sin embargo, el oxigeno
también puede resultar toxico debido a sus propiedades oxidantes y a los productos
intermedios de su metabolismo (ERO) ya que son oxidantes poderosos que participan
en el dafno a biomoléculas (lipidos, proteinas, ADN). Este tipo de dafio se conoce como
estrés oxidativo (EO) .

Dentro del metabolismo celular existen numerosos sitios de generacion de
especies oxidantes in vivo, de entre estos, cuatro son los mas importantes:

1- Metabolismo peroxisomal de &cidos grasos, donde se forma H,O, como
subproducto y a pesar de que los peroxisomas contienen alta actividad de catalasa,

pueden provocar estrés oxidativo bajo ciertas condiciones patoldgicas.



2- Reacciones microsomales de citocromo P-450 que cataliza el metabolismo de
compuestos xenobioticos por dxido-reducciones, formandose O,* como subproducto, lo
cual puede provocar EO, aunque no estd bien definido bajo qué condiciones se
desarrolla.

3- Las células fagociticas que atacan a los patdgenos invasivos con una mezcla de
ERO vy otros oxidantes (formados por la NADPH oxidasa en los fagosomas), este
mecanismo conocido como estallido respiratorio es una importante respuesta del
sistema inmunolédgico, sin embargo puede dafar tejidos aledafios produciendo
inflamacion.

4- La cadena respiratoria mitocondrial (CRM), cuya participacion en el desarrollo
de dafio oxidativo es objeto de muchas investigaciones °. Se considera que la
mitocondria es el sitio dentro de la célula donde se genera la mayor cantidad de ERO
que desencadenan EO *, provocando alteraciones en el metabolismo mitocondrial y con

ello enfermedades metabdlicas.

Generacion de especies reactivas de oxigeno por la mitocondria

El funcionamiento de la CRM no es perfecto y se puede llevar a cabo la reduccion
univalente del O, dando como resultado la formacion de O, durante la sintesis de ATP.
Se ha identificado a la interfase entre el ciclo Q y el complejo III como un sitio de
formacion de O,” > y mas recientemente también el complejo I se ha sefialado como
formador de este radical al ceder electrones directamente al O, (Fig. 1) **. Del oxigeno
total consumido por la mitocondria, del 2 al 4% es convertido a O, de manera normal,
aunque este porcentaje varia significativamente en situaciones patoldgicas, por lo que la

mitocondria cuenta con un importante sistema de defensas antioxidantes.



Cadena respiratoria mitocondrial

La cadena respiratoria de la mitocondria es un conjunto de mas de veinte
transportadores distintos de electrones asociados a un numero indeterminado de
péptidos estructurales, todos los cuales se localizan en la membrana interna
mitocondrial. La cadena respiratoria funciona como una bomba de protones controlada
por procesos de oxidacion-reduccion, pero las bases estructurales que fundamentan esta
funcién atn no se conocen del todo.

La cadena respiratoria transfiere electrones desde el par NAD/NADH o
FAD/FADH, hasta el par O,/H,O y en su mayor parte las reacciones son reversibles °.

La mayor parte de los electrones que se transfieren a la cadena respiratoria
provienen de un grupo de enzimas que cataliza la deshidrogenacion de sustratos cuyo
potencial estandar se encuentra proximo a 0 mV. Estas enzimas son: succinato
deshidrogenasa, a-glicerofosfato deshidrogenasa y la flavoproteina transportadora de
electrones (que transfiere electrones de la -oxidacion de los 4cidos grasos, en forma de
FADH, a la CRM) y catalizan la entrada directa de los electrones a la cadena
respiratoria sin la mediacion del par NAD/NADH. Esta transferencia requiere que las
enzimas se encuentren en contacto directo con la cadena respiratoria, deben estar
ligadas a las membranas.

El transporte de electrones en la CRM se realiza a través de 4 complejos:
Complejo I (NADH-UQ o6xidoreductasa). El complejo I cataliza la transferencia de
dos electrones desde el NADH hasta la UQ, translocando simultdneamente protones
desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal. El complejo I tiene un
peso molecular de alrededor de 850 000, siendo probablemente el mayor complejo

proteico en la membrana interna mitocondrial. Esta constituido al menos por 16



polipéptidos, donde la mayor parte de los cuales no juega un papel redox de modo
directo. El NADH se oxida en el lado interno de la membrana por medio de la NADH-
deshidrogenasa que tiene FMN como grupo prostético. Ademas de FMN, el complejo |
posee de 16 a 28 atomos de hierro y 4 atomos de azufre acido-labil por cada FMN,
organizados en centros de 2-Fe y 4-Fe. Hay entre 4 y 7 centros Fe/S por mol de

complejo 1.

Matriz
milocondrial ATP
NADH,  NAD ADFP &
Fumarato 2H+ H,o Pi

e Succinato

rx-)

Espacio
intermembranal
H+ H+ H+ H+
Camplejo | Complejo |l Complejolll ComplejolV¥ ATP Sintetasa

Fig. 1 Cadena respiratoria mitocondrial. El esquema muestra el flujo de electrones a
través de la cadena respiratoria mitocondrial de mamiferos, la translocacion de protones por los
complejos I (NADH deshidrogenasa), III (complejo bcl) y IV (citocromo oxidasa) y la sintesis
de ATP por la ATP-sintetasa a partir de ADP y fosfato, ademas de los sitios que se han
identificado como formadores de radical superdoxido: el complejo I y la interface entre el ciclo Q
y el complejo IIL



Complejo II. (succinato deshidrogenasa). Ademas del complejo I, hay otras tres vias
redox para conducir electrones hasta la UQ y el complejo III. Estas vias son: el
complejo II, que transfiere los electrones que proceden del succinato; la flavoproteina
transportadora de electrones, que suministra electrones procedentes de la 3-oxidaciéon de
los 4cidos grasos y la a-glicerolfosfato deshidrogenasa, que cataliza la oxidacion
extramitocondrial del a-glicerolfosfato que se reduce a fosfato de dihidroxiacetona.

El complejo II estd formado por cuatro polipéptidos. Los dos mayores

constituyen la succcinato deshidrogenasa cuya subunidad mayor contiene FAD unido
covalentemente y dos centros Fe/S. El complejo II contiene cit b en la misma
proporcion que FAD, pero es un cit b distinto al del complejo III y esta asociado con los
polipéptidos menores.
Ubiquinona y complejo III (complejo-bcl o ubiquinona: citocromo ¢
oxidorreductasa). La ubiquinona es el componente redox mas pequefio de la cadena
respiratoria. El papel més sencillo que se le ha atribuido es el de un transportador mévil
de 2H"+2e” que transfiere electrones desde los complejos I y II hasta el II1.

El complejo III posee 8 subunidades, incluyendo 2 moléculas de cit b y una de
cit cl, ademas de una tnica proteina Fe/S muy electropositiva (proteina de Rieske), que
posee un centro 2Fe/S. El complejo contiene también un cierto numero de proteinas
intrinsecas que carecen de funcién redox pero que posiblemente estén implicadas en la
translocacion de protones.

Citocromo ¢ y complejo IV (citocromo c¢ oxidasa; ferrocitocromo-O;
oxidorreductasa). El complejo III transfiere los electrones al citocromo c. El citocromo
¢ no se aisla como si fuera un componente del complejo, aunque puede unirse de modo
estequiométrico a la cit ¢ oxidasa. El citocromo ¢ es una proteina extrinseca que se

encuentra en el lado externo de la membrana interna mitocondrial. La citocromo-



oxidasa es el complejo terminal de la cadena respiratoria que cataliza la reduccion del
O; hasta H,0, en una reaccidon que pone en juego 4 electrones.
4 +4H +0, — > 2H,0
El donador natural de los electrones es el cit ¢. Por tratarse de un proceso en el que
se transfieren 4 e, en el complejo hay cuatro grupos redox, cada uno con capacidad para
un electron: dos hemos (cit a y cit a3) y dos a&tomos de cobre que pueden ser reducidos
de Cu (II) a Cu (I). A diferencia de lo que ocurre con el resto de la cadena respiratoria,
la reaccion de la citocromo c oxidasa es irreversible.
Complejo V (ATP-sintasa). Es una proteina de ~530 kDa, cuya funcion es convertir la
fuerza protdn-motriz generada por los complejos I, Il y IV en energia quimica en forma de
ATP. Esta conformado por dos sectores: Uno hidrofilico conocido como Fj, el cual posee
tres sitios para unién de nucledtidos, donde se lleva a cabo la sintesis de ATP y un sector
hidrofébico embebido en la membrana conocido como Fy, que forma un canal a través del

cual retornan a la matriz los protones translocados por los otros complejos '°.

Sistemas antioxidantes mitocondriales

Las células cuentan con una bateria de defensas antioxidantes, cuya funcion es
impedir la formacion de ERO o neutralizarlas una vez que se han formado. Una parte
importante de estas defensas se concentra en la mitocondria y se clasifican en cinco
niveles:

Sistema enzimatico. Primero, se cuenta con un sistema enzimatico capaz de
efectuar la reduccion tetravalente consecutiva del oxigeno, sin liberar los intermediarios

tales como O,” y HO,. Aunque no es en si una enzima antioxidante, esto lo logra con



gran eficiencia el sistema citocromo oxidasa, (el complejo IV de la CRM) responsable
de la reduccion de mas del 90% del oxigeno en la célula .

En el segundo nivel tenemos la presencia de una enzima especializada, la
superoxido dismutasa mitocondrial (SODm), que es miembro de una familia de
metaloenzimas las cuales catalizan la dismutacion del radical anion superoxido para
formar oxigeno y perdxido de hidrégeno '. En las células de los organismos eucariotes
existen tres tipos de SOD, ademas de la mitocondrial que contiene manganeso (Mn”")
en su sitio activo existe una citoplasmatica con un 4atomo de Cu>" y uno de Zn*" en su
sitio activo (Cu,Zn-SOD) y la tercera es una SOD extracelular.

Un tercer nivel de defensa esta constituido por un grupo de enzimas
especializadas, tales como la catalasa que cataliza la conversion de H,O;, a H,O y cuya
actividad se ha descrito en la mitocondria * ademés del citosol; o las peroxidasas, que
por diversos donadores de electrones reducen el H,O,. En los mamiferos se ha descrito
una enzima importante, la glutation peroxidasa (GPx) que ademas del citosol, también
se encuentra en la mitocondria y cataliza la reduccion de H,O, a H,O utilizando
glutation reducido (GSH) como donador de electrones (Fig. 2). Acoplada a esta
reaccion, la glutation reductasa (GR) reduce el glutation oxidado (GSSG) utilizando
NADPH, e impidiendo asi que se agoten las reservas de GSH.

Sistema no enzimatico. En el cuarto nivel, las ERO pueden ser neutralizadas por
compuestos con propiedades antioxidantes conocidos como atrapadores de radicales
libres*. Estos pueden ser hidrofdbicos, como las quinonas, carotenos y el a-tocoferol o

14'17, o hidrofilicos como el

vitamina E, el cual es considerado un excelente antioxidante
acido ascorbico y el GSH que participa en la reaccioén descrita arriba, entre otros. En

muchos estudios se ha demostrado que el nivel de antioxidantes es de vital importancia



para prevenir, revertir, o al menos reducir los dafios causados por el desarrollo de estrés

oxidativo 32!,
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Figura 2. Defensas antioxidantes. Reaccion antioxidante de glutation peroxidasa
(GPx) a expensas del glutation reducido (GSH). La GPx reduce el H,O, hasta H,O utilizando
GSH como donador de electrones y formando glutation oxidado (GSSG). Finalmente la
glutation reductasa (GR) regenera el GSH utilizando NADPH como donador de electrones. Se
muestra también la actividad antioxidante de la SODm y Catalasa (Cat).

Sistema de reparacion. Una vez producido el dafio molecular, el quinto nivel
de defensa lo constituye la reparacion. La mayor parte de las moléculas del organismo
sufren un recambio constante, por lo cual son periddicamente reemplazadas. En el caso
del material genético, los radicales de oxigeno son capaces de producir rupturas en la

cadena del ADN y aun de inducir mutagénesis *, por lo que existen mecanismos



enzimaticos de reparacion que permiten mantener intacta la informaciéon genética >,
aunque en la mitocondria estos mecanismos de proteccion y reparacion de material
genético son menos eficientes que en el nucleo, por lo cual el ADN mitocondrial es

particularmente susceptible al dafio por ERO ***.

La vitamina E

La vitamina E o a tocoferol es un micronutriente esencial ya que su aportacion es
dietética. Debido a esto, las deficiencias en esta vitamina se pueden dar como
consecuencia de un estado de desnutricion. El hecho de que la vitamina E tenga
actividad antioxidante hace resaltar la importancia de mantenerla en los niveles
adecuados para la salud. Este antioxidante, debido a su hidrofobicidad se encuentra en
medios lipidicos, sobre todo en las membranas celulares y en LDL, que son los sitios
donde lleva a cabo su actividad antioxidante protegiendo de la peroxidacion lipidica al
impedir la propagacion del efecto oxidante de las ERO *°.

Se ha demostrado que la vitamina E tiene efectos benéficos en la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, evitando la oxidacion de LDL, aunque su uso en
suplementos alimenticios para prevenir este tipo de enfermedades arroja resultados
discrepantes, ya que mientras algunos autores reportan resultados benéficos, para otros
su aplicacion no muestra beneficio alguno * '*.

Métodos de evaluacion de estrés oxidativo

Una vez que se conocio la importancia de las ERO en diversos cuadros
patologicos, se han hecho muchos intentos para cuantificar su produccién a partir de

diferentes fuentes, tanto quimicas como bioldgicas y de forma directa (se mide la ERO)



o indirecta (donde se miden productos de oxidacidn) y utilizando diferentes técnicas
tales como citometria de flujo, espectrofluorescencia, microscopia confocal, etc.

Métodos indirectos. Los hidroperoxidos lipidicos, productos primarios de la
lipoperoxidacion se analizan por HPLC utilizando métodos de deteccion basados sobre
oxido-reduccion, quimioluminiscencia o deteccion por UV a 234 nm para dienos
conjugados ** ?’. Una de las mas populares es la determinacién de los aldehidos
alquilicos tales como 4-hidroxinonenal (4HNE) y el malondialdehido (MDA),
productos de degradacion de los hidroperdxidos lipidicos.

Métodos directos. Dentro de las técnicas directas, son muy utilizados los
marcadores fluorescentes y quimioluminiscentes. Se trata de reactivos que cambian sus
propiedades fluorescentes o que emiten luz al oxidarse. De €stos, algunos son altamente
especificos para reaccionar con el radical superoxido como el caso de dihidroetidion **
%% y otros como el 2,7-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DiA-DCF) que reacciona
con diferentes especies tales como el radical hidroxilo, el anion superdxido y el H,O,.
Es un compuesto lipofilico por lo que puede pasar libremente a través de membranas
biologicas *° y por medio de estearasas no especificas se hidroliza y se vuelve mas
susceptible a la oxidacion.

Si se utiliza el DCF como donador de electrones en el sistema peroxido de
hidrégeno-peroxidasa, la fluorescencia emitida sera proporcional a la cantidad de
peroxido en el medio, lo cual suele ser utilizado como mecanismo de deteccion de ERO
(Fig. 3), ademas, una ventaja adicional de su uso es poder hacer determinaciones

intracelulares.
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Figura 3.-Deteccion de H,O, por fluorescencia. El esquema muestra la estructura del
DCEF vy la reaccion de oxidacion que sufre por intermedio de la peroxidasa (POD). El DCF cede
los electrones para la reduccion del H,O, a H,O y se oxida emitiendo fluorescencia a 475 nm.

Papel de la mitocondria en el desarrollo de enfermedad

La mitocondria es esencial para mantener la entropia necesaria para sustentar la
vida. Es la mitocondria quien provee la energia necesaria para casi todos los procesos
celulares que finalmente permiten llevar a cabo funciones tales como contraccion
muscular, mantenimiento de los gradientes idnicos, para poder llevar a cabo
acumulacién y secrecion de hormonas y neurotransmisores, ademas de que participa de
manera importante en la muerte celular programada (apoptosis) *'. Por estas razones
resulta evidente que alteraciones en la funciéon mitocondrial puedan provocar
enfermedades, induciendo desde trastornos en su propio metabolismo hasta la muerte
celular.

Los procesos de enfermedad en los cuales la disfunciéon mitocondrial se ha
identificado y tiene un papel importante, generan una lista que crece rapidamente *2. El
dano mitocondrial en células B-pancredticas causa diabetes al alterar la liberacion de

insulina inducida por glucosa . Las mitocondrias sufren dafio durante la isquemia y atn



mas durante la reperfusion de un tejido * **. Ademas, la disfuncién mitocondrial se ha
implicado en la mayor parte de las enfermedades neurodegenerativas —Parkinson,
Alzheimer, entre otras- 3 También la acumulacién de defectos mitocondriales se sefiala
como un mecanismo de envejecimiento y enfermedades relacionadas con la edad *°.
Entre estas alteraciones fisio-patologicas, la obesidad estd caracterizada por
alteraciones en el metabolismo de lipidos que se reflejan en altas concentraciones de

triglicéridos, AGNE, y algunas citocinas tales como el factor de necrosis tumoral a

(FNT-a) que pueden inhibir la CRM *® y favorecer la generaciéon de ERO vy el desarrollo

de EO.

Estrés oxidativo en la obesidad

Datos del estudio Framingham describen que alrededor de 78% de los casos de
hipertension en hombres y 65% de los casos en mujeres estan asociados con la obesidad
37 La naturaleza de esta asociacion no esta del todo establecida. Sin embargo existen

evidencias de un mayor estrés oxidativo relacionado con la obesidad ** *°

y con mayor
generacion de especies reactivas de oxigeno tal como el O," que reacciona con 6xido
nitrico (un vasodilatador liberado por el endotelio vascular) impidiendo su efecto y
produciendo peroxinitrito, que es un potente oxidante, con lo que se favorece la
hipertension y el dafio oxidativo *.

Se ha sugerido que la obesidad desencadena estrés oxidativo debido a dos
mecanismos diferentes. El tejido adiposo que se encuentra en exceso es una fuente de

citocinas inflamatorias como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) y FNT-a (37).

Estas citocinas son un potente estimulo para la produccion de ERO por los macréfagos



y monocitos, ademds el FNT-a inhibe la actividad de la CRM, incrementando la
interaccion de los electrones con O, para generar O, 1 El otro mecanismo involucra
un efecto de los triglicéridos elevados sobre el funcionamiento de la CRM;
especificamente se ha propuesto que los triglicéridos elevados inhiben al translocador
de adenin nucleétidos e inducen la generacion de O, *.

La obesidad también es un factor de riesgo para desarrollar ateroesclerosis. Por
una parte se atribuye este efecto a la dislipidemia producida por la resistencia a la

insulina que acompafia a la obesidad ** **

, aunque también se sabe de la importante
participacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) levemente oxidadas que son
retenidas en la intima de las arterias, contribuyendo en muchas de las etapas posteriores

del desarrollo de la placa ateroesclerdtica, tales como migracion de monocitos y

. . 45
formacion de células espumosas ™.

Esteatosis hepatica

La obesidad no sélo induce dafio cardiovascular; el higado graso o esteatosis
hepatica es una complicacion comin que vuelve a este oOrgano particularmente
susceptible a necrosis por danos que suelen ser bien tolerados por un higado normal
tales como isquemia-reperfusion y exposicion a endotoxinas *°, ademas de que un
higado graso puede evolucionar hasta esteatohepatitis y cirrosis.

El higado graso se desarrolla debido a una acumulacién de triglicéridos y acidos
grasos libres en los hepatocitos; puede ser causado por diversas drogas, factores
nutricionales y defectos genéticos del metabolismo; sin embargo, el desorden mas

comun con que se asocia es resistencia a la insulina *’, por lo que se ha propuesto que



sea considerado como uno de los componentes del sindrome metabdlico. El higado
graso es una complicacién frecuente en la obesidad y suele considerarse una
enfermedad exclusiva de adultos. Sin embargo, debido a la prevalencia de obesidad en
todos los segmentos de la poblacion, ahora se extiende hasta la poblacion infantil. El
higado graso es una de las principales causas de funcionamiento hepatico anormal.

La explicacién convencional para la acumulacion hepatica de triglicéridos es que
la obesidad y la resistencia a la insulina resultan en un incremento de la liberacion de
AGNE por el tejido adiposo. Una mayor actividad de lipasa hormono-sensible (LHS)
contribuye a elevar los AGNE plasmaticos, con lo cual se elevan también los AGNE
hepaticos *°.

Una funcion metabolica central del higado es mantener los niveles plasmaticos
de glucosa relativos al estado nutricional. En el caso de exceso de energia, la glucosa es
convertida a acidos grasos via la conversion de glucosa a piruvato, que entra al ciclo de
Krebs en la mitocondria (Fig. 3). El citrato formado en el ciclo de Krebs es expulsado al
citosol, donde es convertido a acetil-CoA por la Liasa ATP Citrato (ACL). La
carboxilasa acetil CoA 1 (ACC1) convierte después la acetil CoA a malonil CoA, que es
utilizada por la sintasa de acidos Grasos (FAS) para formar acido palmitico (C16:0). El
acido palmitico es posteriormente desaturado por la A9-desaturasa a acido palmitoleico
el cual puede ser aumentado en la cadena hidrocarbonada (elongado) por la acil
elongasa de acidos grasos de cadena larga y formar acido estedrico (C18:0) que a su vez
también puede ser desaturado para formar acido oleico (C18:1). En humanos y ratones
con higado graso, el acido oleico esta aumentado, lo que sugiere que la velocidad de

sintesis de 4cidos grasos (AG) est4 también incrementada *’.
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Figura 4. Mecanismo para el desarrollo de higado graso por obesidad. La
descripcion completa de la figura se encuentra en el texto. AGL: acidos grasos libres; LHS:
lipasa hormono-sensible; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad; ApoB: apolipoproteina B;
CPT-1: carnitina palmitoil transferasa 1, PK-H: proteina cinasa de higado; ACL: Liasa ATP
Citrato; ACC: carboxilasa de Acetil CoA; FAS: Sintasa de Acido Graso; LCE: acil elongasa de
acidos de cadena larga; SCD: desaturasa de estearoil-CoA; (Modificado de Jeffrey, et al. 2004).

La sintesis de AG en el higado es regulada por insulina y glucosa. La capacidad
de la insulina para activar la lipogénesis se media transcripcionalmente por el factor de
transcripcion llamado “proteina que se une a elementos en respuesta a eteroles”
(SREBP-1c, sterols regulatory elements-binding protein). SREBP-1c es una de las tres
isoformas de SREBP. En el ntcleo activa transcripcionalmente a todos los genes
requeridos para la lipogénesis *, y su sobre-expresion en ratones transgénicos induce

higado graso debido al incremento de la lipogénesis.



SREBP-1c también activa ACC2, una isoforma de ACC que produce malonil-
CoA en la membrana mitocondrial. El incremento en malonil-CoA resulta en una
disminuciéon de la oxidacion de acidos grasos debido a la inhibicién de carnitina
palmitoil transferasa-1 (CPT-1) cuya funcion es internalizar los acidos grasos a la
mitocondria.

La estimulacion de la lipogénesis por glucosa es transcripcionalmente mediada
por un segundo factor transcripcional conocido coma la “proteina que se une a
elementos en respuesta a carbohidratos” (ChREBP, charbohydrates regulatory elements
binding protein) por sus siglas en inglés. La glucosa activa al ChREBP regulando su
internalizacion al nacleo y activando su union al ADN. El estimulo de glucosa sobre
ChREBP promueve la expresion de la piruvato cinasa de higado (PK-H) que es una
enzima clave en la regulacion de la glucolisis. La PK-H cataliza la conversion de
fosfoenolpiruvato a piruvato, que entra al ciclo de Krebs para generar citrato, la
principal fuente de acetil-CoA usada para sintesis de acidos grasos. Existe evidencia de
que ChREBP puede estimular independientemente la transcripcion de todos los genes
lipogénicos. Ademas, la activacion de PK-H estimula tanto glucolisis como lipogénesis,
facilitando de esta manera la conversion de glucosa a acidos grasos bajo condiciones de
exceso de energia.

En resumen, la lipogénesis incrementada puede causar dos alteraciones
metabolicas que llevan al incremento del contenido de triglicéridos hepaticos:
directamente aumentando la sintesis de triglicéridos e indirectamente incrementando la
produccion de malonil-CoA, que inhibe la CPT-1 y la entrada de AG en la mitocondria,
reduciendo asi la B-oxidacién e incrementando la acumulacion de AGNE vy triglicéridos.

En ratas obesas se ha observado que el higado desarrolla mecanismos para

protegerse contra la acumulacion de triglicéridos y AGNE, que estdn probablemente



implicados en el desarrollo de estrés oxidativo, sobreexpresando una proteina

desacoplante que normalmente no es constitutiva en hepatocitos (UCP-2).

Efecto de los AGNE sobre el metabolismo mitocondrial

Aunque la mayor parte de los acidos grasos se encuentra unida a proteinas,
existe una pequefia proporcion que esta libre en la célula. Estos acidos grasos libres o
AGNE pueden interaccionar con la mitocondria alterando el potencial de membrana y
con ello la fosforilacion oxidativa. En la mitocondria existe un sistema de transporte
especializado para AGNE a través de proteinas de membrana, tanto en membrana
interna como en externa, que incluye modificaciones por enzimas especificas (Sintetasa
de acil-CoA, Transferasa de carnitina acil I, Translocasa de acil-carnitina y Transferasa
de carnitina acil II), para llevar estos AGNE hasta la matriz mitocondrial donde son
utilizados en la B-oxidacion *°. Sin embargo, se ha descrito que pueden atravesar la
membrana por medio de un transporte pasivo conocido como flip-flop (Fig. 4) que
implica la difusion de los 4cidos grasos protonados a través de la membrana (efecto
desacoplante que ocurre por el acarreo inespecifico de protones del espacio
intermembranal a la matriz mitocondrial) *°, con lo cual se acumulan de manera
inespecifica en la matriz mitocondrial, aunque también se ha propuesto que
interaccionan con el translocador de adenin nucledtidos (TAN) ! asi como con el de
aspartato/glutamato >*. Este tipo de efectos es de gran relevancia en el caso de la
obesidad central, donde se incrementan los AGNE de manera importante, siendo el
higado uno de los 6rganos mas afectados y en donde se han encontrado alteraciones en

el funcionamiento mitocondrial 2.



El efecto que tienen los AGNE sobre el metabolismo mitocondrial también se ha
descrito en tejidos sometidos a isquemia. Se ha propuesto que los AGNE se acumulan
en el miocardio y cerebro isquémicos >. Se encontré un incremento en la concentracion
de 4cido araquidénico en mitocondrias de cerebro de rata donde se acelera el estado 4
de la respiracion y se inhibe marcadamente el estado 3 >. Ademas se ha encontrado que
el acido araquidonico y otros AGNE, en concentraciones micromolares, inhiben la
actividad de los complejos I, I+IIl y III, y promueven la formacion de ERO en
mitocondrias aisladas de corazén de bovino **.

En otro estudio realizado en células B-pancreaticas se evaluo el efecto del acido
oleico sobre diversas funciones celulares y se encontr6 que como desacoplante
incrementa el estado 4 de la respiracion mitocondrial, disminuye el ATP celular y
finalmente altera la secrecién de insulina inducida por glucosa °; pero los efectos son
mas evidentes cuando son incubadas por periodos largos de tiempo con el acido oleico
(72 h). También se encontrd que la generacion de H,O, por mitocondrias aisladas de

estas células aumenta con la incubacion previa con el 4cido graso .

Las proteinas desacoplantes

Aunque desde 1978 ya se conocia la existencia de una proteina de la membrana
interna mitocondrial en tejido adiposo café (TAC) responsable de la expedicion de calor
en animales hibernantes, por lo que fue conocida como termogenina °°, hasta el dia de

hoy continua el debate sobre el mecanismo por el cual se lleva a cabo este efecto.



Las proteinas desacoplantes tienen aproximadamente 300 aminoacidos en tres
repeticiones de 100 y un peso molecular de aproximadamente 32 KDa. Poseen una
secuencia que se utiliza para identificar a potenciales transportadores mitocondriales .
En su estructura se pueden identificar seis posibles hélices transmembranales *%, y se
han descrito varias de estas moléculas; pero hasta el momento tres son las mas
estudiadas en mitocondrias de mamiferos: UCP-1, UCP-2 y UCP-3.

El descubrimiento de esta familia de proteinas mitocondriales ha dirigido la
atencion de muchos grupos de investigacion hacia este organelo. La UCP-1 fue la
primera en descubrirse en TAC, donde se sabe que participa en el control de
termogénesis adaptativa y control del peso corporal en animales hibernantes, tales como
roedores >°.

La UCP-3, que se encuentra exclusivamente en musculo esquelético humano y
musculo esquelético y TAC de roedores, parece tener también un efecto en la
expedicion de calor en los primeros, pero protege a la mitocondria de lipotoxicidad
asociada con el aumento en la concentracion de AGNE en la matriz, ya que los acarrea
hacia el espacio intermembranal (Fig. 4) °. Recientemente se demostrd que la
sobreexpresion de UCP-3 en miotibulos L6 esta asociada con un incremento en la
internalizacion de glucosa a través de un aumento en el reclutamiento del transportador
de glucosa GLUT-4 a la superficie celular®'. También en una comparacion hecha entre
sujetos con diabetes tipo 2 y sujetos sanos, se demostré que los diabéticos tienen so6lo

50% de UCP-3 en musculo esquelético .
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Figura. 5. Dos mecanismos propuestos para las interacciones de la UCP con los
AGNE. A) El mecanismo conocido como flip-flop, en el cual el acido graso es protonado del
lado del espacio intermembranal, por lo cual es capaz de cruzar la membrana interna. Una vez
en la matriz mitocondrial, se libera el proton y es expulsado por la UCP. B). Los acidos grasos
se ligan a la UCP y las cabezas polares funcionan como puentes para acarrear el proton del
espacio intermembranal a la matriz mitocondrial (Modificado de Schrauwen y Hesselink, 2002).

La funcion de la UCP-2, que se encuentra distribuida en diversos tejidos, es la
mas controvertida; pero se sobreexpresa en situaciones en que el estrés oxidativo
aumenta, como cuando disminuye la disponibilidad de ADP o se incrementa la
concentracion intracelular de AGNE. En experimentos realizados con mitocondrias de
tejidos que expresan UCP-2 (TAC, tejido adiposo blanco, higado, timo y bazo), la

incubacion de las mitocondrias de higado con GDP (un inhibidor de UCP-1 y



probablemente también de UCP-2) incrementa el potencial de membrana y la
generacion de ERO ©.

En células beta aisladas del pancreas, los AGNE inducen mayor generacion de
ERO que se asocia con alteraciones en la secrecion de insulina >, lo que puede explicar
el mecanismo por el cual la obesidad induce diabetes. Una posible funcion de la UCP-2
expresada en estas cé€lulas es la de disminuir el potencial de membrana y con ello
también la generacion de ERO, como se demostré en otro trabajo, donde en
mitocondrias de higado graso se expresa esta proteina, sin ser constitutiva, como
mecanismo de defensa contra la lipotoxicidad *° al movilizar fuera de la matriz
mitocondrial los AGNE que resultan perjudiciales para la funcion de este organelo (Fig.

5),

Antecedentes experimentales de las ratas con sindrome metabélico

Existe un grupo de trastornos metabolicos identificados como factores de riesgo
para desarrollar enfermedades cardiovasculares; estos son hipertrigliceridemia,
hipertension arterial, hipercolesterolemia, hiperglicemia y obesidad central 54 65
Cuando un sujeto presenta tres o mas de estos trastornos, se dice que padece sindrome
metabolico. A su vez, el sindrome metabolico es considerado como un indicador de
riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares tales como aterosclerosis e
infarto al miocardio °%®.

Por otra parte, se sabe que ademas de los factores genéticos, los factores

ambientales tales como el sedentarismo, la dieta no balanceada (pobre en proteinas y

vitaminas y rica en carbohidratos y/o grasa saturada) son esenciales para desarrollar



sindrome metabolico ¢

, sobre todo el cambio a una dicta alta en carbohidratos tales
como fructosa y sacarosa '

En este laboratorio se ha desarrollado un modelo de rata con sindrome metaboélico,
una variante del modelo descrito por Reaven '' en el cual las dietas con concentraciones
altas de sacarosa o fructosa inducen hipertension, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia
y resistencia a la insulina. Este cuadro patologico es frecuentemente observado en la
clinica. Estas anormalidades metabolicas y funcionales fueron inducidas en ratas Wistar
por el consumo de sacarosa (azucar refinada comercial) al 30 % en el agua de beber,
durante un periodo de 20-24 semanas. Se ha realizado la caracterizacion parcial de este
modelo y los siguientes son algunos de los hallazgos:

1.- La adicion de aztcar refinada comercial al agua de bebida de las ratas Wistar
produce hipertrigliceridemia e hipertension comparables a las encontradas por otros
autores que administraron los carbohidratos en el alimento solido '

2.- En las RSM se observo un importante incremento en la acumulacion de grasa
intraabdominal.

3.- La RSM presenta hiperinsulinemia "~

4.- En el suero e higado de las RSM se han detectado niveles elevados de AGNE,
en particular acido palmitico, palmitoleico y oleico ”°.

5.- En el suero y mitocondrias de higado de estas ratas se encontrd niveles
elevados de MDA ™.

6.- En un trabajo previo ° se reporté que la vitamina E disminuye de manera
significativa en las mitocondrias de las RSM y que las mitocondrias puede contribuir al

estrés oxidativo que se observa en las RSM.



3. Hipotesis

El estrés oxidativo desarrollado en el higado de las RSM puede ser debido a
alteraciones en el metabolismo mitocondrial, que propician un incremento en la
formacion de ERO; esto puede ser inducido por los AGNE que se encuentran

aumentados y/o por la disminucion en las defensas antioxidantes mitocondriales.

4. Objetivos

General:
e Analizar los factores que pueden influir en el desarrollo del estrés oxidativo

encontrado en el higado de las RSM.

Particulares:

e Determinar la generacion de ERO por mitocondrias de higado de RSM durante la
respiracion en estados 3 y 4.

e Analizar la influencia del potencial de membrana mitocondrial sobre la generacion
de ERO.

e Determinar el efecto de los AGNE sobre el acoplamiento y la generacion de ERO
por la CRM de higado de las RSM.

e Evaluar la actividad de enzimas antioxidantes tales como SODm, catalasa y GPx.



Analizar el efecto de un suplemento dietético de vitamina E sobre la generacion
mitocondrial de ERO y el EO en general.
Analizar la expresion de UCP-2 en higado y su posible implicacion en la generacion

de ERO.



5. Metodologia

Se utilizaron ratas Wistar macho recién destetadas que fueron separadas en dos
grupos al azar. Los animales del grupo control tuvieron acceso libre al alimento
comercial (Lab Diet, féormula 5001) y agua de beber ad libitum.

El sindrome metabdlico se induce en los animales (grupo de RSM) tratandolos
con una solucidon de sacarosa al 30% en sustitucion del agua de beber y el mismo
alimento comercial ad libitum.

Después de 20 semanas del tratamiento, las ratas de cada grupo se pusieron en
ayuno durante la noche. A la mafiana siguiente fueron decapitadas para realizar los
protocolos experimentales.

Tratamiento con vitamina E. Después de 20 semanas de tratamiento de los
animales con sacarosa, recibieron alimento suplementado con vitamina E (180 U/Kg vs
44 U/Kg del alimento comercial) durante 3 semanas, después de lo cual se pusieron en
ayuno una noche y a la mafiana siguiente fueron decapitadas para realizar los protocolos
experimentales.

Determinacion de triglicéridos e insulina

Los triglicéridos fueron determinados por técnica enzimatica en un
autoanalizador Abbott UP Serie II (Irving, Texas, Estados Unidos), de acuerdo con el
método descrito por Nigele '® y la insulina se determiné utilizando el método de radio-
inmuno-andlisis con un kit comercial Coat-a-Count (Diagnostic Products, L.A.
California, Estados Unidos). Ambas determinaciones se realizaron en el departamento

de Endocrinologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.



Aislamiento de mitocondrias de higado de rata

Reactivos: Albumina sérica bovina (ASB) libre de acidos grasos (Sigma),
sacarosa grado reactivo (Invitrogen), tris-HCI (Sigma), EGTA (Sigma).

M¢étodo: Una vez concluido el tratamiento y después de una noche de ayuno, las
ratas fueron pesadas y posteriormente decapitadas; se disectd y se pesd la grasa
retroperitoneal, se recolectd sangre para separar el suero y se homogeneizo el higado
para aislamiento de mitocondrias.

La preparacion de las mitocondrias se realizd por centrifugacion diferencial de
la siguiente manera **: el higado se extrajo rapidamente y se deposité en una solucion
que contenia: sacarosa 250 mM, Tris-Cl 10 mM, EGTA 1 mM, (pH=7.4), se
homogeneizd en ~50 ml de la solucion de aislamiento utilizando un homogeneizador
tipo Potter. El homogeneizado se centrifugd a 750 x g durante 10 minutos para
sedimentar el tejido conjuntivo, el nucleo y los restos celulares. El sobrenadante se
centrifugd a 12 000 x g durante 10 minutos a 4°C para sedimentar las mitocondrias.
Después de descartar el sobrenadante, las mitocondrias fueron resuspendidas en 20 ml
de la misma soluciéon de aislamiento con adiciéon de 0.1% de ASB donde fueron
incubadas durante 20 minutos, posteriormente se centrifugaron a 12 000 x g durante 10
minutos y finalmente resuspendidas en 1 ml de solucidon de aislamiento sin albimina.

Todo el proceso de aislamiento de las mitocondrias se realiz6 a 4°C.



Determinacion de proteinas

Las proteinas se cuantificaron segun el método de Lowry modificado ”’.

Reactivos: solucion A (NaOH 0.1 N en NaHCOs al 1%), solucion B (tartrato de sodio y
potasio al 1%), solucion C (CuSOy; al 0.5%), ASB, Folin 1 N (Sigma).

M¢étodo: Las mitocondrias aisladas se diluyeron 1:100 en una solucion salina (NaCl al
0.9%). La determinacion de proteinas se realizé en 100 pl de esta solucion.

Por otra parte, se prepar6 una curva de calibracion utilizando ASB como
estandar, de la siguiente manera: se colocaron 0, 20, 40 y 60 ul de una solucién de ASB
(Img/ml) en tubos de ensayo, se llevaron a 100 pl con solucion salina y se adicion6 1
ml de la mezcla de soluciones (10 ml de solucion A por 50 ul de B y 50 ul de C).
Después de 10 minutos de incubacidn, se adiciond a cada tubo 50 pl de solucion Folin 1
Ny se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente en la obscuridad.

La lectura de absorbencia se realizé en un espectrofotémetro a 750 nm. La curva
de calibracion que corresponde a la absorbencia en funcion de las concentraciones
utilizadas de albumina es lineal y obedece a la ley de Beer Lambert, lo que permite

determinar la concentracion de proteina presente en las muestras de mitocondrias.

Controles respiratorios

La reduccion del oxigeno que genera agua como producto final (consumo de

oxigeno) y la sintesis de ATP por la ATP-sintasa son dos mecanismos que ocurren

simultdneamente (acoplados) en mitocondrias en buenas condiciones funcionales.



Cuando no existe este acoplamiento y se produce el consumo de oxigeno sin sintesis de
ATP, se denomina respiracién desacoplada ’.

En mitocondrias aisladas se pueden medir estos tipos de respiracion y conocer
algunas variables que brindan informacién sobre la viabilidad de la preparacién en
cuestion.

El control respiratorio (CR) es una variable que permite comprobar la integridad
de una preparacion de mitocondrias. Se define como el valor que se obtiene al dividir la
velocidad de respiracion que se observa cuando hay maxima sintesis de ATP (es decir,
en presencia de ADP y sustrato: estado 3) entre la velocidad cuando no hay sintesis de
ATP (estado 4), por lo tanto:

CR = Respiracion estado 3/Respiracion estado 4

Desde los afios 50, el electrodo de oxigeno (tipo Clark) ha demostrado ser una
herramienta extraordinariamente versatil para la investigacion de la funcion
mitocondrial. El electrodo de oxigeno sélo determina directamente la velocidad de una
reaccion sencilla como es la transferencia de electrones al oxigeno y es la herramienta
con la cual se realizan los controles respiratorios.

Reactivos: KCI (Merck), HEPES (Research Organics), EGTA, MgCl,, KH,POs,,
ADP (Sigma), y succinato de sodio (Sigma).

Equipo: Se utilizé una camara de vidrio de 1.5 ml equipada con un electrodo
detector de oxigeno tipo Clark, donde se lleva a cabo la reaccion; la cdmara cuenta con
agitacion magnética. El consumo de oxigeno se detectd con un monitor de oxigeno
bioldgico YSI Modelo 5300 (oximetro) al cual estaba conectado el electrodo. El registro
se obtuvo en un graficador Kipp & Zonen.

Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente en la camara de reaccion

con agitacion magnética *°. En 1.5 ml de solucion que contenia: KCI 130 mM, HEPES



25 mM (Research Organics), EGTA 0.1 mM, MgCl, 3 mM, KH,PO,4 10 mM, (pH=7.4)
se determind la velocidad del consumo de oxigeno por la mitocondria al oxidar
succinato de sodio (10 mM) en ausencia (estado 4) y en presencia de ADP (estado 3).

Se tomo registro durante dos minutos para estabilizar la linea basal, se adiciond
1 mg de proteina mitocondrial y se registr6 durante dos minutos mas para establecer el
estado 4 de la respiracion. Se adicionaron 5 ul de ADP (250 nmol) para registrar el
estado 3 de la respiracion (Fig. 6).

El control respiratorio se obtuvo dividiendo la velocidad a la que se consume el
oxigeno en presencia de ADP (estado 3) entre la velocidad a la que se consume cuando
se ha agotado el mismo (estado 4).

Nota: Durante estos experimentos las muestras y reactivos se conservaron en

hielo.
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Figura 6. Controles respiratorios. Se muestran ejemplos de los trazos obtenidos como
controles respiratorios de las mitocondrias aisladas de higado de rata. En este caso, los trazos
son de mitocondrias de RSM (izquierda) y control (derecha). Se indican los puntos donde se
llevan a cabo las adiciones, tanto de mitocondrias como de ADP, tal como se indica en el texto.
Se utiliz6 succinato 10 mM como sustrato.

Liberacion de peroxido de hidrogeno a partir de mitocondrias de higado

Durante la oxidacion de succinato por la CRM se forma radical superdxido, que
inmediatamente se convierte en H;O, por dismutacion y éste difunde libremente fuera
de la mitocondria donde es reducido por la peroxidasa que puede utilizar DCF como
donador de electrones.

Reactivos: succinato de sodio 1 M pH 7.4, ASB 0.1 mg/uL, DCF (Sigma) 100
uM, CCCP (Sigma) 1 mM, POD (Sigma) 1 mg/ml, A.A. (Sigma) 1 mM, KCIl, HEPES,

EGTA, MgCl,, KH,PO4, KOH.



Equipo: Se utilizé un espectrofluorometro Perkin-Elmer Modelo LS-50-B con
un software FL WinLab, agitacion magnética y un bafo de agua. Todos los
experimentos se realizaron a 30 °C y a longitudes de onda de excitacion y emision de
475 y 525 nm, respectivamente; las ranuras para el paso de luz se seleccionaron de 8§ nm
54

En una celda de cuarzo se adiciond 1.95 ml de una solucién que contenia: KCl
130 mM, HEPES 25 mM, EGTA 0.1 mM, MgCl, 3 mM, KH,PO, 10 mM (pH 7.4
ajustado con KOH), se adicionaron 5 ul de ASB, 0.5 mg de proteina mitocondrial, 100
nM de DCF y 2 ul de POD. Se inici6 la medida de fluorescencia para obtener una linea
basal, después de dos minutos se adicionaron 10 mM de succinato para inducir el estado
4 de la respiracion, una vez transcurridos tres minutos se adicionaron 250 nmol de ADP
para determinar la formacion de H,O; en el estado 3.

Para conocer la cantidad de H,O, liberada por las mitocondrias se realizd una
curva de calibracion utilizando H,O, de concentracion conocida como estandar.

Los reactivos y mitocondrias se mantuvieron en hielo durante el experimento.

Potencial membranal mitocondrial

La rodamina 123 (Rh 123) es un catién lipofilico. Al activarse la CRM se forma

un gradiente de protones, siendo el lado que da hacia la matriz mitocondrial donde



existe una menor concentracion debido a que son translocados por los complejos I, IIT y
IV hacia el espacio intermembranal. Esta diferencia de cargas induce la migracién de la
Rh 123 hacia la matriz mitocondrial, con lo cual desaparece su fluorescencia detectada a
527 nm 7.

Reactivos: succinato de sodio 1 M pH 7.4, Rh 123 (Sigma) 5 uM, CCCP 1 mM,
KCIl, HEPES, EGTA, MgCl,, KH,PO4, KOH, GDP (Sigma) 40 mM.

Equipo: Se utiliz6 un espectrofluorometro Perkin-Elmer Modelo LS-50-B
equipado con un software FL WinLab, agitacion magnética y un bafio de agua. Los
experimentos se realizaron a 25°C y a 503 y 527 nm longitudes de onda de excitacion y
emision, respectivamente; las ranuras para el paso de luz se seleccionaron de 6 nm tanto
de excitacion como de emision.

En una celda de cuarzo para 3 ml, con agitacion magnética, se adicionaron 1.95
ml de solucidon que contenia: KCI 130 mM, HEPES 25 mM, EGTA 0.1 mM, MgCl, 3
mM, KH,PO4 10 mM, (pH 7.4 ajustado con KOH), 1 mg de proteina mitocondrial y 2
ul de Rh 123 (5 uM). Se inicid la medida de fluorescencia para obtener una linea basal
durante 2 minutos, posteriormente se adicionaron 10 mM de succinato para inducir la

formacion de potencial membranal. 2 pl de CCCP se utilizaron para abatir el potencial.

Determinacion de ubiquinol 9, a-tocoferol y glutation en mitocondrias de higado

Reactivos: Gas nitrogeno de alta pureza (Infra), metanol (Baker), etanol (Baker),
acido acético (Baker), acetato de sodio (Sigma), BHT 0.002% en etanol, éter de petrdleo

(Beker), GSH, (Sigma), acido metanosulfonico (Sigma), acido octanosulfénico (Sigma),



acido dietiltetraaminopentaacético (DETAPAC), acido fosforico (Baker), fosfato de
sodio monobasico.

Equipo: Ultracentrifuga Sorvall RC2-B a temperatura de 4°C, HPLC conectado
a un guardacolumna, a una columna Nova Pack C18 de 3.9 x 150 mm (Waters) y
posteriormente a un detector electroquimico digital amperométrico (ANTEC) equipado
con electrodo de carbono y un electrodo de hidrégeno como referencia. Todo el sistema
bajo control con el software Millennium 32 (version 3.2).

Extraccion de ubiquinol y a-tocoferol ***

. En un tubo de vidrio con tapén de
rosca que contenia 5 mg de proteina mitocondrial, se agregaron 5 pul de BHT para
prevenir la oxidacion de la muestra, posteriormente se adicionaron rapidamente 4 ml de
metanol helado (-20°C) y se agit6 en Vortex durante 1 minuto. Esta mezcla se extrajo
con 3 ml de éter de petréleo frio (en hielo), agitando en Vortex durante 1 minuto, se
centrifugd a 750 x g durante 5 minutos y se trasvasoé la fase superior (éter de petréleo) a
otro tubo de vidrio con tapén de rosca. Esta extraccion se repitid y se reunieron las dos
fases etéreas.

Una vez mezclados los extractos, fueron tratados con 2 ml de metanol al 95%,
agitando suavemente durante 30 segundos y separando nuevamente las dos fases. El éter
se evapor6 a sequedad con gas nitrogeno. El residuo lipidico se redisolvié en 1 ml de
metanol-etanol (1:1) y se filtr6 a través de una membrana con tamafio de poro de 0.45
um.

Cromatografia. 50 pl de la muestra filtrada se introdujeron en el inyector del
HPLC. Previamente se programo el detector electroquimico a +550 mV para determinar
quinol (forma reducida de la coenzima) y a-tocoferol simultaneamente, en el modo DC
con una velocidad de flujo de 1 ml/min de la fase movil (metanol-etanol 1:1 con acetato

de sodio 50 mM y &cido acético 250 mM) (Fig. 7-A).



Extraccion de glutatién *. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se adicioné 1 mg
de proteina mitocondrial, se agregaron 500 ul de solucion de extraccion que contenia
acido metanosulfénico 200 mM y DETAPAC 5 mM. Esta mezcla fué agitada en Vortex
durante 1 minuto y se centrifugd a 16 000 x g durante 30 minutos a 4 °C.

Cromatografia. Quinientos ul del sobrenadante fueron diluidos 1:1 con la fase
movil (NaH,PO4 50 mM, acido octanosulfénico 0.05 mM, pH=3 ajustado con acido
fosforico). El extracto se filtro6 a través de una membrana con poro de 45 um y se
depositaron 50 ul en el inyector del HPLC utilizando el detector electroquimico que se
program6 a un potencial de +700 mV, con un fluyjo de 1 ml/min de la fase movil. La
columna utilizada fue Nova-Pak C18 3.9 X 150 mm (Waters) que se mantuvo a 30 °C.

Por medio de una curva de calibracion del GSH estandar, se determiné la concentracion

de GSH en las mitocondrias (Fig. 7-B).
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Figura 7. Analisis de antioxidantes por HPLC. Se determinaron los antioxidantes
lipofilicos vitamina E y CoQy reducida, ademas del GSH. (A) Cromatograma obtenido del
extracto de mitocondrias. Se pueden apreciar los picos que corresponden a: 2.5 y 4.2 min para
vitamina E y CoQy reducida, respectivamente. (B) Extracto acido de mitocondrias de higado
donde se muestra el pico que corresponde al GSH con un tiempo de retencion de 4.5 min.
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Determinacion de acidos grasos no esterificados

Reactivos: Gas helio (Praxair), gas nitrégeno (Infra), etanol, metanol,
cloroformo (Baker), hexano (Baker), NaCl al 0.9 %, acido heptadecanoico (Sigma),
sulfato de sodio anhidro, acido sulfurico, 2,2-dimetoxipropano (Sigma).

Extraccion: Cinco mg de proteina mitocondrial se extrajeron siguiendo el
método de Folch, con una mezcla de cloroformo-metanol (2/1 v/v) y 0.002 % de BHT.
Se utilizaron 10 ul de acido heptadecanoico en etanol como estandar interno (1 mg/ml).
La fase de cloroformo se tratd con sulfato de sodio anhidro para eliminar los residuos de
agua, se filtro sobre algodon y se evapord con corriente de nitrégeno.

Derivatizacion: El residuo lipidico fue resuspendido en 1 ml de metanol, se
adicion6 100 ul de 2,4-dimetoxipropano y 10 ul de acido sulfurico concentrado, se
mezclo en Vortex y se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se extrajo dos veces con 2 ml de hexano que fue evaporado a sequedad
con corriente de gas nitrogeno™.

Cromatografia: El residuo fue redisuelto en 100 pl de hexano, diluido 1:3 y de

la dilucién se depositaron 2 pl en el inyector del cromatografo de gases °. El
cromatografo utilizado fue CARLO ERBA, con una columna SP2330 30 m x 0.25 mm
DI (Supelco). La temperatura del inyector y la columna se fijaron a 250 °C y 195 °C,

. T ., 2
respectivamente, se us6 helio como gas acarreador a una presion de 2 Kg/cm”.



Cuantificacion de malondialdehido

Reactivos: metanol, n-butanol, hidroxitolueno butilado (BHT o 2,6-di-ter-butil-
p-cresol, (Sigma), fosfato monobdsico de potasio, acido tiobarbitirico (ATB, Sigma),
acido acético glacial, cloruro de potasio, 1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP o bis-
malonaldehido, Sigma).

Cincuenta pl de suero se colocaron en un tubo con tapén de rosca (con
capacidad para 10 ml), mantenido en hielo % Se adicionaron 50 ul de BHT al 4 % en
metanol y 1 ml de solucion amortiguadora de fosfatos (fosfato monobasico de potasio
0.15 M, pH 7.4). Esta mezcla se agitdé en Vortex durante 5 segundos y se mantuvo en un
bano de agua a 37 °C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se adicionaron 1.5
ml de ATB al 0.8 % ,1 ml de 4cido acético al 20 % (pH 3.5) y se incubd en un bafio de
agua a ebullicion (90 °C) durante una hora.

Después de una hora de reaccion, la mezcla se enfrio en hielo, se le adiciono 1
ml de KCI al 2% y 5 ml de n-butanol. Se centrifugé durante 4 minutos a 750 x g, se
recuperd la fase de n-butanol y se determiné la absorbencia en espectrofotometro a 532
nm. La concentracion de MDA se calculé a partir de una curva de calibracion,

utilizando TEP como estandar.

Determinacion de la actividad de superoxido dismutasa mitocondrial.

Se midié la capacidad que tiene la superoxido dismutasa mitocondrial (SODm)

para evitar la oxidacion de citocromo ¢ por el anidon superdxido, el cual es generado por

el sistema xantina-xantina oxidasa.



Reactivos: Fosfato monobasico de potasio, fosfato dibasico de sodio, tetraacetato
de etilendiamina (EDTA), xantina (Sigma), hidréxido de sodio, citocromo ¢ (Sigma),
xantina oxidasa (Sigma), superdxido dismutasa (Sigma).

Metodologia *®: Un mg de proteina mitocondrial se suspendié en 1 ml de
solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM (KH,PO4-Na,HPO,4) pH 7.8, que contenia
0.1 mM de EDTA. Esta solucién fue sonicada durante 5 ciclos de 60 segundos para
romper las mitocondrias (La suspension pierde la turbidez cuando las mitocondrias se
rompen).

Cincuenta pl de la mezcla sonicada se adicionaron a 2.9 ml de la solucion
amortiguadora de fosfatos que contenia xantina 0.5 pmol, NaOH 0.1 mM y citocromo ¢
2 umol. La reaccion se inicio al adicionar 50 pl de una solucion de xantina oxidasa (0.2
U/ml) en EDTA 0.1 mM. Se midi6 la inhibicién de la oxidacioén de citocromo ¢ a 550
nm durante 3 minutos a 37 °C. La actividad especifica se calculd construyendo una

curva de calibracion con SOD de actividad conocida.

Determinacion de la actividad de catalasa

En este experimento se midid directamente la desaparicion del H,O, que es
degradado por la catalasa a O, y H,O.

Reactivos: NaH,PO,4, Tween 20 (Sigma), etanol, H,O, grado reactivo (Sigma),
catalasa (Sigma).

Metodologia *°: El higado fue homogeneizado en 10-20 voltimenes de solucién
amortiguadora [NaH,PO4 (pH 7.4) con 0.1 % de Tween 20 y 0.1 % de etanol] en un

homogeneizador tipo Potter mantenido en hielo. El homogeneizado fue centrifugado a



2500 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se diluyo 1:10 con la solucion
amortiguadora sin Tween 20 ni etanol. En una celda de cuarzo (para 1 ml) que contenia
995 ul de la solucion amortiguadora y 10 mM de H,O, se adicionaron 5 pl del
sobrenadante diluido y se monitored la desaparicion del perdxido a 240 nm durante 5
minutos a 37 °C. La actividad se calcul6 aplicando la ley de Beer Lambert, utilizando el

coeficiente de extincién del H,O, a esta longitud de onda (& = 43.6 M™).

Determinacion de la actividad de glutation peroxidasa

La determinacién de actividad de glutation peroxidasa (GPx) se llevo a cabo
midiendo la desaparicion de NADPH como una reaccion acoplada a la reduccion de

TBH utilizando GSH como donador de electrones de acuerdo con el siguiente esquema:

TBH SSG NADP
20" Y GPx GR
H,0
+

2 GSH NADPH
Tert-Butanol

Reactivos: Tris-HCl (Research Organics), EDTA, GSH, NADPH (Sigma),
glutation reductasa (GR, Sigma), tert-butilhidroperoxido (TBH, Sigma).

Metodologia **: En una celda de cuarzo (capacidad 1 ml) que contenia 990 pL de
una solucion amortiguadora de Tris-HCl 50 mM (pH 7.6) adicionada con 5 mM de
EDTA, I mM de GSH, 0.22 mM de NADPH y 0.4 U de GR, se agregaron 250 pg de
proteina mitocondrial. La reaccion se inicio con la adicion de TBH a una concentracion

final de 0.22 mM. El consumo de NADPH fue medido a 340 nm y 37 °C durante 5



minutos. Para el célculo de la actividad la equivalencia fue: 1 nmol de NADPH

consumido/min/ml = 1 mU/ml de actividad de GPx (Enappy = 6.22 mM'l).

Analisis de UCP-2 por Western Blot

Las muestras de mitocondrias se corrieron en geles desnaturalizantes de
acrilamida-bis acrilamida al 10 % a 120 V durante 2 horas en amortiguador Tris-glicina-
SDS.

Después de la corrida, el gel se transfirié a una membrana de PVDF (Millipore)
durante 1 hora a 100 mA, utilizando un amortiguador de CAPS (4cido ciclohexilamino
propanosulfonico)-metanol a 4 °C.

Al terminar la transferencia se separd la membrana, se incubd en TPBS (NaCl
136 mM, KCI 2.68 mM, Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 1.76 mM, 0.1 % de Tween 20) con
2.5 % de BSA durante 1 hora a temperatura ambiente, se enjuag6 tres veces con TPBS y
posteriormente se incubd con el anticuerpo primario (anti UCP-2 de cabra) diluido
1:3000 en TPBS + 1 % de leche descremada, durante toda la noche a 4°C. La membrana
se enjuagd 2 veces con TPBS, se incubd durante 4 horas a 4°C con anticuerpo
secundario (IgG anticabra de conejo, conjugado con peroxidasa) diluido 1:5000 en
TPBS. Se lavé una vez con TPBS y dos veces con PBS (TPBS sin Tween) durante 5
minutos.

Una vez lavada la membrana, se cubrié durante 1 minuto con la mezcla de
reactivos para revelar por quimioluminiscencia (Western Blotting Luminol Reagent de
Santa Cruz Biotechnology). Se elimino el exceso de reactivos y se reveld utilizando

placas de autoradiografia (Kodak Biomax Light Film) *.



Diseiio estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados aplicando la prueba “t” de Student
para grupos no apareados. Se utilizd el programa Sigma Plot 7.0 para el anélisis
estadistico. Los resultados numéricos representan la Media + Desviacion Estandar. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0.05.



6. Resultados

Caracteristicas generales de los animales

Al final del tratamiento (20 semanas) las RSM tuvieron un peso corporal ligeramente
superior al de las ratas controles. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.05)
(Tabla I). La grasa retroperitoneal fue mucho mas abundante en las RSM en comparacion
con los animales controles, lo cual refleja la obesidad central. El consumo de sacarosa
indujo un aumento significativo en los triglicéridos y la insulina circulantes (p<0.005).
Como se publico con anterioridad, estas ratas son ademas hipertrigliceridémicas e

hiperinsulinémicas, con lo cual se cumplen al menos tres de las condiciones necesarias para

definir el sindrome metabdlico.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la RSM.

CARACTERISTICAS GENERALES

Control RSM
Peso corporal (g) 440 £+ 25 526 £49
Grasa retroperitoneal (g) 2.87+0.8 153+5.2
Triglicéridos (mM) 0.506 £ 0.104 1.220 £ 0.320
Insulina (pM) 106.8 +17.4 285.2+53.5
MDA en suero (nM) 124+22 23.0+1.2
MDA en homogeneizado
de higado (umol/mg) 3.78 £ 0.50 7.05 £1.30

p
<0.05

<0.005
<0.005
< 0.0005
< 0.0005

< 0.005

Los valores representan la media £ DS; n=5.




Posteriormente analizamos el contenido de acidos grasos libres (AGNE) tanto en las
mitocondrias aisladas de higado como en homogeneizados.

De los seis acidos grasos determinados (Tabla II), el palmitico, palmitoleico y oleico
se encuentran incrementados, aunque este Ultimo no alcanza significancia estadistica. En lo
que respecta a los acidos araquidénico, linoleico y estearico, se encuentran disminuidos en
las RSM. Como se esperaba, la cantidad total de AGNE tiende a ser mayor en las RSM

tanto en mitocondrias como en homogeneizados.

Tabla II. Acidos grasos libres en mitocondrias y homogeneizados de higado.

Mitocondrias Homogeneizados

Acido graso Control RSM Control RSM

Palmitico 1.50 £ 0.025 2.13£0.15* 1.44+0.17 1.94 £0.14 *
Palmitoleico N.D. 0.51+0.04 * 0.12+0.12 0.43£0.07 *
Estearico 1.32 £0.06 1.01 £0.10 * 0.83 £0.07 0.56 £0.02 *
Oleico 1.13+£0.03 1.32+0.16 0.98 +0.60 1.54 £ 0.04
Linoleico 1.10 £ 0.05 0.63 £0.09 * 0.66 +0.31 0.45 1+ 0.06
Araquidonico 0.71 £0.06 0.42 £0.04 * 0.34 £ 0.05 0.20 £ 0.02*
Total 5.77+£0.14 6.02 £ 0.3 437+ 1.06 5.12+0.16

Los valores se reportan en nmol/mg de proteina tanto para mitocondrias como para
homogeneizados. ND = no detectable. * p < 0.01 vs Control, n = 5.

Para comprobar que existia acumulacion de grasa en el higado, se realizaron

tinciones de cortes del o6rgano con el colorante rojo oleoso, el cual es utilizado para
evidenciar la grasa presente en el tejido. Esto nos permitid detectar, cualitativamente, una
acumulacion de grasa en el higado de las RSM, que se puede apreciar al microscopio como

puntos de color marrén y no se encuentran en las muestras de animales control (Fig. 8).
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Figura 8. Tinciones con rojo oleoso de cortes de higado en fresco. Las fotografias
corresponden a Control (A) y RSM (B). El colorante es retenido por la grasa que se puede observar
como puntos rojo-naranja en la preparacion. Estos puntos son mas abundantes y grandes en la
preparacion correspondiente a la RSM. Las fotografias fueron tomadas con un aumento 25X. Cortes
y tinciones realizados en el departamento de Patologia del INCICh.

Estrés oxidativo

El consumo de sacarosa indujo un aumento significativo en la concentracion del
MDA tanto en mitocondrias como en homogeneizado de higado (Tabla I). Los valores
elevados de este metabolito indican que la oxidacion de lipidos fue mayor, por lo que los
animales estuvieron sujetos a estrés oxidativo.

Una de las condiciones para que se desarrolle estrés oxidativo, ademas de un
incremento en la generacion de oxidantes, es que disminuyan las defensas antioxidantes, por
lo cual se determino la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa en homogeneizado,
GPx y SOD en mitocondrias, ademds de los antioxidantes no enzimaticos vitamina E (o.-
tocoferol), CoQq reducida y glutation reducido, todos ellos en mitocondrias de higado
(Tabla III). De estas variables, solamente la CoQq se encontrd incrementada de manera

significativa; aunque los valores de vitamina E tendieron a disminuir en la RSM, pero no



alcanzaron diferencia significativa debido a la dispersion de los valores. Las actividades

enzimaticas de catalasa, GPx y SOD no presentaron diferencia significativa en comparacion

con los controles.

Tabla II1. Defensas antioxidantes.

ANTIOXIDANTES
Control RSM p
Catalasa 477 +22 453 +7 NS
GPx 69 +7 57+£8 NS
SODm 28 +5 22+2 NS
Yitamina E 0.237+£0.114 0.175 £ 0.082 NS
Co Qo reducida 59+23 10.7£2.0 <0.05
GSH 23+0.18 20x+03 NS

Las actividades enzimaticas se indican en nmol/min/mg proteina mitocondrial, excepto
catalasa que se determind en homogeneizado de higado, mientras que los antioxidantes en nmol/mg
proteina mitocondrial. NS = no significativo, GPx = glutatiéon peroxidasa mitocondrial, SODm
= superdxido dismutasa mitocondrial, GSH = glutation reducido. Los valores representan la

media = DS; n = 5 para antioxidantes y n = 6 para actividades enzimaticas.

Implicacion de la cadena respiratoria mitocondrial en el estrés oxidativo

Control respiratorio y consumo de oxigeno. Se ha reconocido que la mitocondria
es la principal fuente fisiologica de ERO y que esta generacion proviene de la CRM.

Se midi6 el consumo de oxigeno en las mitocondrias frescas usando polarografia,
como se describio en la seccion “Metodologia”. De los trazos obtenidos se calculd control
respiratorio (CR), consumo de oxigeno en estado 4 (sin sintesis de ATP), consumo de
oxigeno en estado 3 (acoplado a la sintesis de ATP) y el indice ADP/O (Tabla IV). Los

resultados muestran que las mitocondrias aisladas de los dos tipos de higados (de RSM y



ratas control) se comportaban de manera semejante. La tnica diferencia encontrada radico
en que las mitocondrias de RSM tenian un estado 4 menor, lo cual fue estadisticamente
significativo. Esta diferencia en el valor de consumo de oxigeno en estado 4 resultdé en un

CR mayor, aunque no alcanzo significancia estadistica.

Tabla IV. Variables respiratorias en mitocondrias de higado.

VARIABLES RESPIRATORIAS

Control RSM p
CR 6.8+ 1.5 7.6 +0.5 NS
Edo. 4 (natO,/min/mg prot.) 11.7+£1.3 6.9£0.5 <0.001
Edo. 3 (natO,/min/mg prot.) 67.6£72 60.9 £ 5.1 NS
ADP/O 23+0.2 24+0.2 NS

NS = no significativo. El control respiratorio (CR) y el cociente ADP/O carecen de
unidades. Los valores representan la media = DS; n = 5.

Generacion de H,O,. La Figura 9 muestra el aumento de fluorescencia en funcion
del tiempo; que refleja la oxidacion del DCF en presencia de H,O, liberado por las
mitocondrias durante la oxidacidn del succinato en el estado 3 y 4. Se observa que se libero
H,0; a una velocidad mayor cuando no habia sintesis de ATP (estado 4), mientras que al
adicionar ADP al medio (estado 3) la velocidad de liberacion disminuyé de manera
considerable. Por otra parte, las mitocondrias de higado de RSM liberaron el H,O, a una
mayor velocidad que en el caso de los controles. En la figura 10 se muestra el resumen de

estos resultados.
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Figura 9. Determinaciéon de H,0O, por espectrofluorometria. En estos experimentos se
siguio la fluorescencia del DCF a 475 nm de exitacion y 525 nm emision. Las flechas indican los
puntos donde se hicieron las adiciones del sustrato (succinato 10 mM) y ADP (250 nmol) para
inducir la sintesis de ATP. Los experimentos se realizaron en un medio KHE, pH = 7.4 adicionado
de Pi y MgCl,, como se describi6 anteriormente.
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Figura 10. Velocidad de liberacion de H,O, en el estado 4 de la respiracion mitocondrial. La
velocidad se calculd construyendo una curva tipo utilizando H,O, de concentracion conocida como
estandar. * p < 0.05. Las barras representan la media + DS; n = 6.



Potencial de la membrana mitocondrial. Se ha descrito que una mayor generacion
de H,O, por las mitocondrias puede ser debida a un incremento del potencial membranal, lo
cual provoca que los componentes de la CRM permanecen reducidos por mas tiempo y es
mas probable que cedan los electrones directamente al O, para formar O,"".

El potencial membranal mitocondrial se determind midiendo la fluorescencia de Rh
123. La Figura 11 muestra ejemplos de los trazos obtenidos al medir esta variable. Al
adicionar succinato se forma el potencial, el cual es proporcional a la caida de la curva de
fluorescencia (medida en unidades arbitrarias de fluorescencia o0 UAF). Con la adicién de
ADP se da inicio a la sintesis de ATP y con ello el retorno de protones hacia la matriz
mitocondrial a través de la ATP-sintasa, lo cual implica una disminucién en el potencial,
que se mantiene mientras es consumido el ADP. Conforme se agota el ADP, el potencial
regresa a su maximo, como lo muestran los ejemplos.

Finalmente, la adicion del desacoplante CCCP colapsa el potencial formado y la
fluorescencia retorna a niveles basales.

Para transformar los valores de los potenciales obtenidos en UAF a mV, se utilizo

87, 79, utilizado las concentraciones

metodologia ya descrita aplicando la ecuacion de Nernst
de Rh 123 dentro y fuera de la mitocondria en diferentes condiciones ya sea al formarse el
potencial con succinato, totalmente desacopladas con CCCP o so6lo parcialmente
desacopladas con acido oleico. Al graficar los valores del potencial obtenidos de esta

manera, encontramos que el potencial fue ligeramente menor para las mitocondrias de RSM,

pero con diferencia estadisticamente significativa (Fig. 12).
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Figura 11. Trazos obtenidos al determinar el potencial membranal mitocondrial por
fluorescencia. Utilizando el fluor6foro Rodamina 123, al adicionar succinato 10 mM se forma el
potencial, lo cual se refleja en la caida de la curva de fluorescencia. Posteriormente ésta disminuye al
adicionar ADP, por el retorno de protones a la matriz mitocondrial a través de la ATP-sintasa
durante la sintesis de ATP. Finalmente se adicion6 el desacoplante CCCP, con lo cual se abate el
potencial y la fluorescencia retorna a su nivel basal.
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Figura 12. Se graficaron los potenciales obtenidos de mitocondrias de higado de RSM y
ratas control. Hay diferencia entre ambos grupos, siendo menores los potenciales de mitocondrias de
RSM. Los resultados se expresan en mV calculados a partir de las UAF aplicando la ecuacion de
Nernst. * p < 0.05. Las barras representan la media + DS; n= 6.



Efecto del acido oleico sobre el potencial mitocondrial y generacion de H,O,

Previamente se encontré que la RSM tiene elevados los AGNE, ademas de que
existen estudios que indican que éstos tienen efectos deletéreos sobre la funcion
mitocondrial: algunos de ellos son capaces de inducir la generacion de ERO y colapsar el
potencial membranal mitocondrial. Utilizamos el acido oleico, que se encontr6 elevado en
este modelo, para determinar su efecto sobre las mitocondrias de higado de estas ratas.
Encontramos que el acido oleico, a una concentraciéon de 85 uM, increment6 de manera
importante la velocidad de generacion de H,O, en los dos tipos de mitocondrias (Fig. 13),
pero su efecto fue mas significativo sobre las mitocondrias de RSM (Fig. 14).
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Figura 13. Efecto del acido oleico sobre la iberacion de H,0,. Se determiné la velocidad
de liberacion de H,O, en presencia de 85 uM de acido oleico. El experimento es semejante a los que
aparecen en la Figura 11, por lo cual las flechas indican las adiciones de succinato a los dos minutos
y ADP a los cinco minutos. Se muestra la comparacion entre control y control en presencia del 4cido
oleico. El acido graso indujo un incremento en la velocidad de liberacion de H,O, en los dos tipos de
mitocondrias, lo cual se refleja en el incremento de las pendientes tanto en estado 4, como en estado
3.



Cuando las mitocondrias de higado del grupo control se exponen al acido oleico, se
incrementa la velocidad de liberacion de H,O, de manera apenas significativa, en cambio

las mitocondrias de RSM sufren un incremento de mas de 50 % (Fig. 14).
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Figura 14. El grafico muestra la comparacion hecha entre las velocidades de liberacion de
H,0, por mitocondrias de higado durante el estado 4 de la respiracion. Podemos observar que
aunque el acido oleico incrementd esta velocidad en los dos grupos, fue mas importante el
incremento en el grupo de RSM. *, ** p < 0.05 vs Cont, *** p < 0.0005 vs RSM, **** p < 0.005 vs

Cont + Oleico. Las barras representan la media £ DS; n = 6.

Posteriormente se determind el efecto de este acido graso sobre el potencial
membranal mitocondrial. El potencial fue abatido de manera parcial con concentraciones
cercanas a 35 uM, hasta que se colapsa totalmente con 85 uM (Fig. 15). No se encontrd
diferencia en el efecto que tiene el acido oleico sobre el potencial de controles y RSM, lo

cual se muestra en la Figura 16.
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Figura 15. Efecto del acido oleico sobre el potencial mitocondrial. Los potenciales se
determinaron de la manera descrita en la seccion de Metodologia, utilizando succinato 10 mM como
sustrato. Al adicionar acido oleico observamos que el potencial se abate de manera gradual,
dependiendo de la concentracion del acido graso. A la concentracion de 85 puM, el acido oleico abate
totalmente el potencial.

Se ha descrito que los AGNE pueden interaccionar con algunos de los complejos de
la CRM o con el TAN. Con el fin de investigar si el efecto de los AGNE se debe a su
interaccion con alguna de estas proteinas de la membrana interna mitocondrial, se realizaron
experimentos utilizando diferentes inhibidores especificos: rotenona para el complejo I,
TTFA para el complejo II, antimicina A para el complejo III y carboxiatractilosido (CAT)
para inhibir el TAN.

Los resultados més relevantes de estos experimentos mostraron que el acido oleico abatio el
potencial membranal y que al inhibir el TAN el efecto desacoplante del acido oleico

disminuy6 (Fig. 16-A). En lo que respecta a la generacion de H,O,, la inhibicion del



complejo I con rotenona no indujo diferencia alguna en los dos grupos; sin embargo, el

efecto del acido oleico disminuyo al inhibir el TAN con CAT (Fig. 16-B).
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Figura 16. Efecto de diferentes inhibidores sobre el potencial y generacion de H,0,. La

figura muestra el efecto de la inhibicion del complejo I con rotenona y del TAN con CAT en la
formacion del potencial mitocondrial y la liberacion de H,O,. La inhibicion del complejo I provoca
un aumento del potencial de manera importante, tanto en controles como en RSM; también
encontramos que a mayor concentracion de acido oleico, es menor el potencial formado (35 y 85
uM) y por otra parte, la inhibicién del TAN provoca que disminuya el efecto del acido oleico sobre
el potencial (A). La inhibicion del complejo I no afectd la velocidad de liberacién de H,O,; sin
embargo, la inhibicién del TAN provocod que disminuyera de manera importante el efecto
del acido oleico (85 uM) sobre la liberacion de H,0, en las RSM (B). * p < 0.05 vs Cont, **

p < 0.05 vs RSM. Los valores representan la media + DS; n = 6.



Analisis de UCP-2 en higado

Se ha descrito que los hepatocitos grasos expresan una proteina desacoplante que no
esta presente de manera constitutiva, con la finalidad de movilizar los AGNE acumulados
en la matriz mitocondrial y disminuir la generacion de ERO al reducir el potencial de
membrana mitocondrial, por lo que analizamos la expresion de UCP-2 en las mitocondrias
de higado, la cual se activa por los AGNE a bajas concentraciones y se inhibe por GDP.

Inicialmente se midi6 el potencial mitocondrial en presencia de GDP 40 mM para
tratar de evidenciar la presencia de la proteina funcional. Los resultados muestran que el
potencial disminuy6 en el grupo control por efecto del inhibidor, mientras que el grupo de
RSM permanece sin cambios (Fig. 19) mientras que la generacion de H,O, también se
incremento en el grupo control (Fig. 19) sin mostrar efecto en el grupo RSM.

Para determinar si la proteina estaba presente en las mitocondrias de higado,
utilizamos Western Blot para evidenciarla estructuralmente. Los resultados nos muestran
que en las RSM existe una mayor expresion de esta proteina que los animales controles. La
Figura 17 muestra el resultado de un Western Blot, donde se aprecia que las bandas
correspondientes a las muestras de RSM son mas intensas que los controles (A) también se
observa el resultado del anélisis densitométrico (B) donde la media de RSM es mayor que
los controles, aunque no alcanza significancia estadistica y un gel tefiiddo con Coumassie

como control de la carga de proteina (C).
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Figura 17. Efecto de GDP sobre el potencial de membrana mitocondrial y la
generacion de H,O,. Se utiliz6 GDP 40 mM, con lo cual se encontré que tanto el potencial control
como en RSM disminuyeron en comparacion con el control sin GDP. mientras que la generacion de
H,0, aumento sélo en el grupo control, permaneciendo sin cambio en el grupo RSM. * p < 0.5 vs
Control, ** p < 0.5 vs Cont + GDP, n= 5.
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Figura 18. Expresion de UCP-2 en higado. Se realizo el Western-Blot utilizando un
anticuerpo policlonal contra la UCP-2, como se describid anteriormente. Las bandas que se muestran
corresponden al peso molecular de la proteina (~34 kD). Las intensidades de las bandas en las
muestras de controles son menores que las correspondientes a RSM (A), los nlimeros representan las
intensidades determinadas para cada banda. En “B” se muestra el grafico de barras para las
intensidades: aunque los valores medios son diferentes, no son estadisticamente significativos (n=3).
Se depositd la misma cantidad de proteina mitocondrial en los geles desnaturalizantes, como se
aprecia en un gel tefiido por Coumassie (C).

Efecto del suplemento de vitamina E sobre el estrés oxidativo

Se mencion6 anteriormente que las RSM tienen niveles menores de vitamina E en
suero y mitocondrias de higado, por lo que se les suministr6 un suplemento de este
antioxidante (200 U/Kg de alimento vs 44 U/Kg que contiene el alimento comercial)

durante tres semanas para investigar cuanto puede influir la disminucion en los niveles de



antioxidantes sobre el estrés oxidativo desarrollado, después de lo cual se midieron algunas

de las variables que se refieren al EO.
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Figura 19. Concentracion de vitamina E en mitocondrias de higado. La figura muestra
las concentraciones de vitamina que se encontraron en los grupos de ratas que recibieron el
suplemento del mismo antioxidante. Las determinaciones se hicieron por HPLC, como se describe
en la seccion de Metodologia. Los valores representan la media + DS. * p < 0.05 vs control; n = 6.

Encontramos que la vitamina E no se acumul6 en el tejido, por el contrario, disminuyé en
las mitocondrias de los animales que recibieron el suplemento, tanto en los controles como
en las RSM (Fig. 17); a pesar de lo cual el MDA determinado en suero disminuyd de
manera importante en los animales que recibieron el suplemento, tanto controles como RSM
(Fig. 18-A). Sin embargo, no ocurrio lo mismo con la generacion mitocondrial de H,O,, que

no mostré cambio alguno en respuesta al suplemento del antioxidante (Fig. 18-B).
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Figura 20. MDA en los sueros y H,O; liberado por las mitocondrias de higado. Se
midieron estas variables en muestras de las ratas que recibieron el suplemento dietético de vitamina
E. El MDA disminuy6 de manera notable tanto en los controles como en la RSM después de tres
semanas de consumo del antioxidante (A), mientras que el H,O, liberado no mostré cambio alguno
en el grupo control pero disminuyd de manera significativa en el grupo de RSM (B). Los valores
representan la media + DS.* p < 0.005 vs Control, ** p < 0.005 vs RSM en A y * p < 0.05 vs Cont
enB;n=06.

Por otra parte, se determind la actividad de las enzimas antioxidantes y encontramos

que las RSM que recibieron el suplemento alimenticio presentaron una disminucion en las



actividades de las tres enzimas con respecto al grupo control que no recibid el suplemento
(Tabla V), ademas de otras diferencias tales como la disminucién de la actividad de GPx en
comparacion con el grupo control que recibi6 vitamina E y una disminucion en la actividad

de SOD comparada con la de RSM sin vitamina E.

Tabla V. Actividad de enzimas antioxidantes.

Control RSM Cont. + Vit E RSM + Vit E
Catalasa 477.6 +22.7 453.0+ 7.6 439.7 +47.8 395.0+£50.5 *
GPx 68.7+ 6.6 56.9+ 8.0 57.4+21.2 36.8 £3.0 *, **
SODm 27.8+5.6 21.9+24 24.6+3.8 18.5 £ 0.8 *, ***

Las actividades enzimaticas de GPx y SOD se determinaron en mitocondrias y la actividad
de catalasa en citosol. Se indican en U/mg proteina. Los valores representan la media = DS.* p <
0.05 vs Control, ** p < 0.05 vs Cont. + Vit E, *** p < 0.01 vs RSM; n= 6.



7. Discusion

El sindrome metabdlico

El consumo de una dieta alta en carbohidratos y/o grasas induce acumulacion de la
grasa predominantemente en la cavidad intra-abdominal que se asocia frecuentemente con
alteraciones en el metabolismo de los lipidos y de la glucosa, con la hiperinsulinemia y con

88'90, como se ha encontrado en nuestro modelo de sindrome metabolico.

hipertension

El mecanismo por el cual se incrementa la masa del tejido adiposo estd bien descrito
en la literatura °'. El tejido adiposo obtiene la mayor parte de sus 4cidos grasos a partir de su
liberacion del higado o de los provenientes de la dieta. Los acidos grasos son activados
mediante la formacion del correspondiente acil-CoA y a continuacion son esterificados con
el glicerol-3-fosfato a triacilglicerol para ser almacenados °°. El glicerol-3-fosfato se genera
a partir de la reduccion de la dihidroxiacetona la cual aumenta durante la glucolisis.

Los adipocitos tienen un sistema de lipolisis y uno de lipogénesis que estdn
continuamente activos. Estas dos reacciones son diferentes y utilizan diferentes reactivos y
sustratos. Sin embargo, el tejido adiposo no es inicamente un depdsito pasivo de la grasa.
De hecho, después del higado, el tejido adiposo es el mas importante en el mantenimiento
de la homeostasis metabolica. Muchos de los factores nutritivos, metabdlicos y hormonales
que regulan el metabolismo del tejido adiposo actiian ya sea sobre el proceso de la lipolisis
o de la lipogénesis. En los procesos de la lipdlisis, la lipasa hormono-sensible (LHS) es la

enzima limitante en la liberacion de los acidos grasos a partir del tejido adiposo. Esta

enzima es susceptible a la fosforilacion y a la desfosforilacion en respuesta a los niveles del



AMPc controlado hormonalmente *°. La fosforilacion activa la LHS estimulando la lip6lisis
en el tejido adiposo, elevando la concentracion de los acidos grasos no esterificados
(AGNE) circulantes y finalmente activando la ruta de la B-oxidacion en otros tejidos u
6rganos, tales como el higado y el musculo esquelético **. En el caso de una dieta rica en
carbohidratos, los niveles altos de la insulina secretada en respuesta a concentraciones
elevadas de glucosa en la sangre disminuyen los niveles de AMPc. Esta situacion conduce a
la desfosforilacion de la lipasa hormono-sensible y por tanto a su inactivacion, inhibiendo la
liberacion de los acidos grasos para la oxidacion. En el caso de resistencia a la insulina, la
LHS es insensible a la inhibicién por la insulina y por consecuencia se observa un aumento
en la concentracion de los AGNE circulantes.

En las RSM; aunado con la acumulacién de grasa intraabdominal, hay un aumento
en la concentracion de los AGNE y de los triglicéridos circulantes, tanto en el higado como
en las mitocondrias. Un aumento en el flujo del los AGNE del tejido adiposo a los tejidos no
adiposos puede participar en la amplificacion de las anomalias metabdlicas que son
caracteristicas del sindrome de resistencia a la insulina y la diabetes tipo II . Los
mecanismos bioquimicos precisos por medio de los cuales los AGNE Yy los triglicéridos del

citosol ejercen sus efectos no estan completamente claros.

Esteatosis hepatica en las RSM
En trabajos anteriores se han investigado los trastornos cardiovasculares que
presentan las RSM " 7, pero el efecto que puede tener la obesidad sobre la funcion del

higado no se ha explorado.



Uno de los principales trastornos que asocian a la obesidad con la esteatosis hepatica
es la resistencia a la insulina **. Las RSM tienen niveles elevados de insulina de manera
importante, lo cual puede ser reflejo de la resistencia (Tabla II), por otra parte, detectamos
niveles elevados de algunos AGNE tales como el acido palmitico que es el primer producto
de la sintesis de novo de acidos grasos en el higado. El acido palmitoleico, producto de la
desaturacion del palmitico por la A9 desaturasa °° también se encuentra incrementado, al
igual que el siguiente producto de la lipogénesis, el acido estedrico. Estos resultados nos
indican que la lipogénesis esta incrementada en el higado y puede ser causante de la
esteatosis detectada en este 6rgano.

El andlisis histoquimico de los cortes de higado por tinciones con rojo oleoso
muestra una importante acumulacion de grasa (Fig. 10), lo cual puede deberse al efecto de la
hiperinsulinemia, que incrementa la lipogénesis y la acumulacion de grasa en el 6rgano,

como se explico arriba (Fig. 4).

Participacion de la mitocondria en el desarrollo de estrés oxidativo en las RSM

La funciéon mitocondrial se evalu6 por el consumo de oxigeno, usando succinato
como sustrato oxidativo y por el control respiratorio y el ADP/O. Basicamente no existen
diferencias en estas variables (Tabla V), probablemente debido a que la preparacion de las
mismas, por centrifugacion diferencial, implica una selecciéon de las mitocondrias que se
encuentran integras, mientras que las mas dafadas no soportan el proceso de preparacion y

son descartadas, ademds de que al lavar las mitocondrias con albumina al 0.1 % se eliminan



los 4cidos grasos que tienen acumulados, lo cual puede estar alterando el funcionamiento de
las mitocondrias in vivo.

Independientemente de las variables respiratorias, las mitocondrias de higado de RSM
liberaron H,O, a mayor velocidad que los controles. Durante el funcionamiento de la CRM
se lleva a cabo la reduccion univalente del O, dando como resultado la formacion de O,". Se
ha identificado a la interfase entre el ciclo Q y el complejo III como un sitio de formacion
de 0,” ¢ y también el complejo I al ceder electrones directamente al O, "*®. Del oxigeno total
consumido por la mitocondria, del 2 al 4% es convertido normalmente a O,". En las
mitocondrias de RSM este porcentaje parece aumentar significativamente. Esta variacion
puede atribuirse a diferentes factores tales como: la cantidad de CoQqy que se encuentra
incrementada, al potencial membranal que influye sobre la cantidad del superéxido formado
por los complejos respiratorios, por el exceso de los AGNE que desacoplan la mitocondria o

por cambios en las defensas antioxidantes mitocondriales.

El ciclo Q

Las CoQ son transportadores moviles de electrones a través de la CRM, toman los
electrones de los complejos I y II y los ceden al complejo III (Fig. 1). Las ratas tienen en su
mayoria CoQy, la cual encontramos incrementada de manera significativa en las RSM
(Tabla IV) y podria influir en que se liberen mas ERO a partir de las mitocondrias °’ a pesar
de que se sabe que tiene una accion antioxidante *°.

Esta coenzima puede ser reducida por los complejos I y II al aceptar dos electrones.

Posteriormente los cede al complejo III por un mecanismo conocido como ciclo Q en el cual



cede uno de los electrones a la proteina de Rieske, quedando en la forma de radical
semiquinona (Fig. 22). Esta especie es la que tiene la capacidad de reducir parcialmente al
oxigeno molecular para formar superoxido. Normalmente el segundo electron es cedido a
uno de los citocromo b del complejo III y la CoQ queda totalmente oxidada y lista para
iniciar un nuevo ciclo, pero si existe mas CoQ, como ocurre en este caso, puede encontrarse
una mayor cantidad como semiquinona y ceder el electron libre al oxigeno con lo que se

induce la formacion de ERO .
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Figura. 22. Ciclo Q. El esquema muestra el mecanismo a través del cual la CoQ puede
participar en la formacion de ERO cuando se encuentra como radical ubisemiquinona y cede un
electrén directamente al O,. Se indican los sitios de inhibicion de dos inhibidores clasicos:
antimicina y mixotiazol. (Modificado de Duranteau J. J Biol Chem, 1998).



Potencial membranal

Durante el estado 4, la liberacion de H,O, a mayor velocidad esta asociada con un
mayor potencial mitocondrial, por lo que resultd desconcertante que los potenciales de las
mitocondrias de RSM fueran menores que los controles (Fig. 14).

Una de las posibles causas de que el potencial sea menor es la expresion de la UCP-2.
Los resultados de nuestros experimentos para tratar de evidenciar funcionalmente la
presencia de esta proteina (inhibiéndola) no proporcionaron informacién clara. Por otra
parte, se ha reportado que la UCP-2, a diferencia de la UCP-1, es insensible a la inhibicion
por GDP %1% "5 cual explicaria que no responda a este nucle6tido de la manera esperada.

Para evidenciar la presencia de la UCP-2 estructuralmente, utilizamos un ensayo de
Western Blot en muestras de higado de las ratas y encontramos una sefial positiva que
corresponde a su peso molecular. Esta sefial es mayor en la RSM que en controles, lo cual
indica que se esta sobreexpresando como respuesta al exceso de grasa (ya que los AGNE
inducen la expresion de esta proteina) y al estrés oxidativo, como se ha reportado

36-%4 No obstante, estos resultados deben ser corroborados, ya que las células

anteriormente
no parenquimales expresan UCP-2 de forma constitutiva y en este trabajo no se hizo una
discriminacién entre estas células y los hepatocitos, por lo que podriamos estar describiendo
una sobreexpresion de la proteina en las células no parenquimales y no en los hepatocitos.

Esta observacion se refuerza por la aparicion de la banda en las muestras de animales

control (Fig. 21).



Efecto de los acidos grasos sobre la generacion mitocondrial de H,O,

En el homogeneizado de higado de las RSM, los niveles de AGNE tales como acido
palmitico, palmitoleico, estearico y oleico se encuentran incrementados. Se sabe que este
tipo de AGNE desacopla la fosforilacion oxidativa e induce una sobreproduccion de H,O,
>* por lo que medimos esta variable en presencia de acido oleico.

Las mitocondrias liberan H,O, a mayor velocidad en presencia del acido oleico (85
uM), tanto en mitocondrias control como en mitocondrias de RSM, aunque el efecto es mas
notable en estas ultimas (Fig. 16). El 4cido oleico también abate el potencial mitocondrial, a
concentraciones menores que la que induce mayor liberacion de H,O, (Fig. 17 y 18-A). Esta
diferencia se explica por la presencia de ASB en el medio de reaccion para la determinacion
de H,0,, a diferencia de la determinacion del potencial, la cual acompleja al 4cido graso y
disminuye la concentracion disponible que interactuaria con las mitocondrias.

Participacion del TAN en el efecto del acido oleico sobre la mitocondria. Esta
descrito que los AGNE producen su efecto desacoplante por el transporte inespecifico de
protones del espacio intermembranal hacia la matriz a través de la membrana interna,
después de lo cual retornan por intermedio de proteinas acarreadoras, tales como el TAN.
Los experimentos realizados en presencia de carboxiatractilésido (CAT), que es un
inhibidor del TAN, para conocer si puede participar en el EO de las RSM muestran que el
efecto del acido oleico, tanto sobre el potencial como en la liberacion de H,O,, disminuyo
de manera significativa (Fig. 18). Como se mencioné arriba, los AGNE pueden utilizar al
TAN para retornar al espacio intermembranal y acarrear otro proton a través de la

membrana interna. Al inhibir esta proteina, se evitaria el reciclaje de los AGNE para



efectuar un nuevo ciclo de acarreo de protones y se quedarian en el interior de la matriz
mitocondrial (Fig. 22). Este efecto es parcial, pero ilustra muy bien la participacion del
acarreador y deja abierta la posibilidad de la participacioén de otros componentes tales como

la UCP-2 y el intercambiador aspartato/glutamato '%%.
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Figura 21. Efecto del carboxiatractilosido sobre el TAN. En el recuadro A se muestra el
mecanismo propuesto para el acarreo de protones por los AGNE a través de la membrana interna
mitocondrial y la forma en que retornan al espacio intermembranal a través del TAN para continuar
asi su efecto desacoplante. Al inhibir el TAN con CAT (B), se evita el retorno de los AGNE al
espacio intermembranal y se pueden acumular en la matriz, reduciendo su efecto de acarreadores de
protones, aunque en la membrana existen otros transportadores como el intercambiador de
aspartato/glutamato y las UCP que pueden realizar la misma funcion.

Actividad antioxidante mitocondrial

Enzimas antioxidantes. Ademas de una funcién mitocondrial anémala, existen otras
alteraciones que pueden inducir estrés oxidativo, tales como una actividad de enzimas
antioxidantes modificada o la disminucion de los antioxidantes no enzimaticos. Para
analizar estas posibilidades medimos actividades de las enzimas antioxidantes GPx, SODm

y catalasa. Los resultados demuestran que no son modificaciones en la actividad de las



enzimas antioxidantes lo que propicidé el EO de las RSM, ya que se detectd la misma

103, 104 " Botos resultados difieren de los

actividad que en animales control (Tabla IV)
encontrados con anterioridad en el higado graso de ratones genéticamente obesos *’, donde

se observaron cambios en la actividad de estas mismas enzimas.

Antioxidantes no enzimaticos. En un estudio previo '® detectamos bajos niveles de
vitamina E, lo cual se repitié en este trabajo (Tabla IV), aunque la diferencia no resulto
significativa debido a una desviacidon muy grande. La vitamina E es un antioxidante muy
importante, ya que se encuentra embebido en las membranas y las protege de
lipoperoxidacion, por lo que puede ser determinante en el EO. El MDA que encontramos
aumentado en las RSM, es un producto de la lipoperoxidacion en membranas, por lo tanto,
con una menor cantidad de vitamina E las membranas son mas susceptibles al dafio
oxidativo y se podria desarrollar EO aun cuando no esté incrementada la produccion de
ERO.

Extrafiamente, el glutation, que es uno de los sistemas antioxidantes mas importantes
para la célula ', no mostré diferencia entre los dos grupos. Probablemente existe, pero no
lo detectamos debido a que con nuestra técnica sélo se identifica el glutation reducido y no

el glutation oxidado.



Suplemento alimenticio de vitamina E

Para tratar de compensar la disminucion en la vitamina E que desarrollan las RSM,
se les administro6 un suplemento de esta vitamina en el alimento por un periodo de tres
semanas. Como respuesta al tratamiento, disminuyé el MDA (Fig. 20-A) al igual que las
actividades de las enzimas antioxidantes (Tabla V), lo cual refleja el efecto protector de la
vitamina E que induce incluso que disminuyan otras defensas como las enzimaticas. Sin
embargo, no disminuy6 la velocidad de generacién de H,O, por las mitocondrias (Fig. 20-
B), lo que se correlaciona con el hecho de que tampoco se increment6 la cantidad de
vitamina E en las mitocondrias (Fig. 19). Estos resultados nos sugieren que a pesar de que la
compensacion de la vitamina E en las RSM puede detener el dafo oxidativo, no se corrigio
el efecto que tiene el sindrome metabodlico sobre el metabolismo mitocondrial; aunque en
otros estudios en los cuales se dieron dosis mayores del antioxidante por periodos de hasta
15 semanas, se observd una disminucion de la generacion mitocondrial de H,O, 4

Nuestros resultados sugieren que las RSM desarrollan higado graso como
consecuencia del incremento en la lipogénesis. El higado graso presenta EO debido a una
mayor generacion de ERO por la CRM, lo cual puede ser inducido por el incremento en los
AGNE y sus efectos deletéreos sobre el metabolismo mitocondrial, aunque también en parte
puede deberse a una deficiencia de vitamina E y al incremento en la CoQq.

En general, no se encontraron cambios espectaculares, aunque si significativos con
respecto al estrés oxidativo en higado de RSM, sin embargo, hay que considerar que estas
ratas se encuentran en un proceso cronico degenerativo que se intensifica con la edad y los
animales que utilizamos aun son jovenes (menos de 7 meses de edad con 6 de tratamiento).

Ya se han comenzado a explorar los efectos del envejecimiento en periodos mayores de



tiempo y se ha observado que los efectos se acentuan con la edad y la duracion del

tratamiento '*.

8. Conclusiones

e La dieta alta en sacarosa induce esteatosis hepatica en la RSM.

e Las mitocondrias de higado de RSM liberan H,0O, a una mayor velocidad que las de
ratas control.

e E] estrés oxidativo en higado de la RSM es debido a una deficiencia en vitamina E,
ademas del metabolismo anémalo de las mitocondrias, inducido por la acumulacion de
grasa en el 6rgano.

e [Las mitocondrias de higado de RSM son mas susceptibles a los efectos del 4cido oleico
sobre la velocidad de liberaciéon de H,O, debido, probablemente, a la exposicion
cronica.

e El TAN juega un papel importante en los efectos del 4cido oleico sobre la velocidad de
liberacion de H,O, y la formacion del potencial mitocondrial.

e Existe una respuesta contra el estrés oxidativo que se refleja en el incremento de CoQy y
la sobreexpresion de UCP-2 en el higado, pero no en la actividad de las enzimas
antioxidantes.

e El suplemento alimenticio de vitamina E reduce el dafio oxidativo, pero no disminuye la

velocidad de liberacion de H,O; por las mitocondrias.
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