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RESUMEN

La obesidad intra-abdominal es un componente importante en el sindrome
metabdlico (SM) y participa activamente en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y degenerativas a través de desérdenes metabdlicos como el
aumento de acidos grasos no esterificados (AGNEs) en la circulacién y la
acumulacién de éstos en tejidos distintos al adiposo. Durante la respiracion
mitocondrial se generan especies reactivas de oxigeno (EROs) las cuales
pueden aumentar en estados patolégicos como el SM debido a la acumulacién
en exceso de AGNEs. La generacion excesiva de EROs, ocasiona dafios
importantes a las biomoléculas (lipidos, proteinas, DNA) tanto a nivel
mitocondrial como celular. Por otro lado existe un mecanismo de adaptacion
del organismo contra la toxicidad inducida por las EROs. En mitocondria, la
sobre-expresion de las proteinas desacoplantes UCP2 y 3 esta considerada

como respuesta contra el estrés oxidativo.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la funcién mitocondrial en cuanto a la
produccién de EROs vy la actividad de la proteina desacoplante UCP3 durante
la fosforilacion oxidativa en mitocondrias de corazébn en un modelo
experimental de SM (hipertension, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia,
obesidad central) inducido por el consumo crénico de solucion de sacarosa al

30%.

Se encontr6 que en el modelo de SM existe un aumento en la concentracion de
AGNEs tales como el acido palmitico, palmitoleico y oleico tanto a nivel del

corazon completo como en las mitocondrias. El &cido oleico y linoleico (AO vy
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AL) producen un aumento en el consumo de oxigeno y disminucion del
potencial transmembranal que se refleja en un aumento de fuga de protones en
las mitocondrias con SM en comparacién con las mitocondrias de corazén de
rata control. La pre-incubacién de las mitocondrias con GDP, inhibidor
fisiologico de las UCP3, no revirtié el efecto desacoplante de los acidos grasos.
Sin embargo la pre-incubacion de las mitocondrias con carboxiatractilosido,
inhibidor del translocador de adenin nucleétidos (ANT) reduce el efecto
desacoplante de los acidos grasos. Estos resultados sugieren que el ANT
participa de forma activa en la fuga inespecifica de protones durante la

fosforilacion oxidativa que la UCP3.

En cuando a la produccion de EROs, las mitocondrias de corazén con SM
producen H,O, con una mayor velocidad que las controles durante la
transferencia de electrones tanto en forma directa (en presencia de
succinato+rotenona) como reversa (succinato solo) tanto en el estado 4 como
en el estado 3 (sintesis de ATP). La adicién del AO durante la transferencia de
electrones directa aumenta la produccién de H,O, mientras la disminuye
durante la transferencia de electrones reversa. La pre-incubacion de la
mitocondrias con GDP como inhibidor de la UCP3 aumenta la produccién de

H,O, en animales con y sin SM.

Conclusiones. El aumento en la concentracion de AGNEs esta relacionado con
una disminucién en la fosforilacién oxidativa mediante una fuga de protones a
través del ANT y con un aumento en la velocidad de produccién de EROs en el

estado 4 y en el estado 3 de respiracion en el modelo de SM.
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ANTECEDENTES

i.  Definicién de sindrome metabdlico (SM)

En 1988 Reaven y col' observaron que habfan muchas personas que
presentaban al mismo tiempo enfermedades como intolerancia a la glucosa,
hiperinsulinemia, alta concentracién de triglicéridos, una disminucion de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) e hipertension, las cuales son factores de
riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, fue entonces
cuando postularon a esta enfermedad como “Sindrome X”, que mas adelante
se renombraria Sindrome Metabdlico (SM), proponiendo a la resistencia a la

insulina (RI) como comin denominador?.

A través de los afos, otras anormalidades fueron tomando importancia dentro
del sindrome en particular los estados crénicos de pro-inflamacién y pro-

tromboéticos ademas de la obesidad central como nicleo de la patologia®.

Debido a sus caracteristicas, ha sido dificil su determinacion a nivel clinico, es
por esta razon que distintas organizaciones han establecido criterios con los
cuales se obtenga un mayor control sobre su diagndstico. A continuacion se

presentan las definiciones de mayor relevancia a nivel mundial.
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En 1999 la Organizacion Mundial de Salud (OMS) establecio las caracteristicas
gue deberia poseer un individuo con SM, las cuales se presentan en la

Tabla 1>*,

Tabla I. Definicion del SM de acuerdo a la OMS

Dos 0 mas de los siguientes criterios:

Hipertension arterial (140/90)

Hipertrigliceridemia (>150 mg/dL) y/o colesterol HDL <35 mg/dL en hombres
0 <40 en mujeres

Microalbuminuria>20 pg/min

Obesidad: IMC >29.9 Kg/m? vy/o relacién cintura/cadera elevada (hombre
>0.9, mujer >0.85)

Mas la presencia de una de las siguientes condiciones:

Diabetes tipo 2, intolerancia a la glucosa o resistencia a la insulina (Insulina
de ayuno >percentil de la poblacién en estudio)

En el 2001 el Programa Nacional de Educacion sobre Colesterol, Panel Il para
el tratamiento del Adulto (NCEP ATP lll, por sus siglas en inglés) lo definié con

las siguientes caracteristicas®.

Tabla Il. Definicion del Programa Nacional de Educacion en Colesterol del SM

Tres o mas de las siguientes condiciones:

Obesidad (Perimetro de cintura >88 cm en mujeres y >102 cm en hombres)
Hipertrigliceridemia (150 mg/dL)

Colesterol HDL bajo (<40 mg/dL en hombres y <50 mg/dL en mujeres)
Hipertension arterial (130/85 mmHg o diagndstico previo)

Diabetes o glucosa anormal de ayuno (110 mg/dL)
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En el 2005 la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) propuso los

siguientes criterios>:

Tabla Ill. Criterios diagndsticos de SM de la IDF

Componente necesariamente presente:
Obesidad central, definida como circunferencia de la cintura >94 cm

(hombres) y >80 cm (mujeres)

Mas dos o mas de los siguientes cuatro factores:

Niveles de triglicéridos >150 mg/dL, o tratamiento especifico

Niveles de colesterol HDL: <40 mg/dL en hombres o <50 mg/dL en mujeres,
o tratamiento especifico

Presion arterial elevada: sistélica >130 mmHg o diastélica >85 mmHg, o
tratamiento especifico para hipertension

Glucemia plasmatica en ayunas >100 mg/dL o diabetes tipo 2 previamente
diagnosticada

Hoy en dia se define al SM como una patologia heterogénea cuya presentacién
clinica incluye dislipidemia, obesidad abdominal, resistencia a la insulina e
hipertensiéon arterial; estos factores aumentan el riesgo de padecer diabetes

mellitus tipo 2 (DT 2) y enfermedades cardiovasculares®.

Para explicar los mecanismos por los cuales se interrelacionan todas estas
alteraciones citadas anteriormente, existen diferentes modelos animales con
dietas hipercaloricas y que desarrollan alteraciones patoldgicas que se reflejan

en la clinica.
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ii.  Modelos experimentales de SM

e Modelo con dieta alta en fructosa

Existen evidencias tanto clinicas como epidemiolégicas que sugieren una
asociacion entre el desarrollo del SM y un alto consumo de fructosa debido a
gue el metabolismo de ésta, tiene importantes efectos tanto en el metabolismo
de la glucosa como en el de los lipidos. La fructosa absorbida se metaboliza en
el higado la cual se fosforila por la enzima llamada fructocinasa formandose asi
la fructosa-1-fosfato, ésta a su vez se rompe en dos triosas (gliceraldehido y
dihidroxiacetona) la reaccion es catalizada por la aldolasa B, las triosas pueden
convertirse en gliceraldehido-3-fosfato evitando asi el paso de mayor control en
la glucdlisis, la accion de la enzima fosfofructocinasa-1 para la bi-fosforilacion
de la fructosa-6-fosfato. Los metabolitos finales de la fructosa tomada por el
higado pueden ser glucosa, glucogeno, lactato y piruvato ademas puede
proveer atomos de carbono tanto para la formacion del glicerol como para la
parte acil de las moléculas acilglicerol ademas de que es una fuente
desregulada de acetil-CoA lo cual promovera una sobreproduccion de
triglicéridos (TG)’. En estudios en humanos se ha demostrado que la ingesta
de fructosa tiene como resultado un notable incremento en el indice de
lipogénesis de novo, mientras que esto no sucede con una ingestion calorica

mediante glucosa®.
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e Modelo con dieta alta en sacarosa

En ratas, se ha inducido hipertension moderada, intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, las cuales son

caracteristicas del SM%*%,

Modelo con dieta tipo cafeteria

Mediante una alimentacion hipercalérica con alto contenido de sacarosa
aunado a la ingesta de alimentos con alto contenido de acidos grasos, durante
determinados periodos se obtiene modelos experimentales del SM que reflejan

el cuadro clinico que se observa en humanos™**.

iii. EISMYy laobesidad
La obesidad es la patologia mas importante en el desarrollo del SM. Se ha
propuesto que desencadena un sinfin de cambios metabdlicos a nivel sistémico

y local®.

El tejido adiposo es un organo endocrino que tiene varias funciones
importantes en el cuerpo humano incluyendo el almacenamiento y liberacién de
energia, conservacion de la temperatura corporal, proteccion de estructuras
vitales, almacenamiento de vitaminas liposolubles y aromatizacién de los
esteroides sexuales; estd compuesto por dos tipos, el subcutaneo vy el visceral.
El tejido adiposo subcutaneo se encuentra distribuido en los distintos tejidos
mientras que el visceral o intra-abdominal se encuentra recubriendo las

visceras o en la cavidad intra-abdominal.
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Actualmente se reconoce que la obesidad abdominal se encuentra relacionada
estrechamente con la RI, el desarrollo de DT 2, entre otras, debido a su
cercana localizacion con el drenaje venoso en el sistema porta lo que conduce
a una concentracion excesivamente alta en la secrecion de acidos grasos libres
y hormonas, conocidas como adipocinas, ademas de la produccion de algunas
citocinas mediadoras de inflamacion, entre las mas importantes se encuentran
la interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), y leptina, las
cuales disminuyen la sefializacion del receptor de insulina y aumentan la RI, y
adiponectina la cual se ha visto que tiene una relacion inversa con la obesidad,

la inflamacion y la RI®.

Se ha reportado que el tejido adiposo visceral es metabdlicamente mas activo
gue el que se localiza en otros sitios y que en Su exceso Se presenta un
aumento de especies reactivas de oxigeno (EROs) a través de la sobre-
expresion de la NADPH-oxidasa y una disminucion en la expresion de las
enzimas antioxidantes, teniendo como consecuencia un estado de estrés
oxidante'’. En un estado de RI, la secrecién excesiva de Acidos grasos no
esterificados (AGNES) a la circulacion es debido a un aumento en la lipdlisis de
los TG almacenados en el tejido adiposo los cuales se acumulan en érganos

blanco como el higado causando dafio*®.

iv.  Funcion mitocondrial
La mitocondria es un organelo subcelular que se encarga de transformar la
energia proveniente de la oxidacién de diferentes sustratos, como el piruvato,

resultante de la glucdlisis, y los acidos grasos en la B-oxidacion, para la
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formacién de ATP la cual es la Unica forma de energia que puede ser utilizada

por la célula.

La mitocondria posee dos membranas, la membrana externa mitocondrial
(MEM) que es permeable a casi todos los metabolitos que se encuentran en el
citoplasma debido a su composicion. La membrana interna mitocondrial (MIM),
a diferencia de la externa, es rica en proteinas, lo que da como consecuencia,
una membrana mas selectiva y poco permeable, teniendo asi en su interior un
medio estrictamente controlado en cuanto a su constitucion, este ultimo se
conoce como matriz mitocondrial, donde albergan las enzimas necesarias para
que se lleven a cabo el ciclo de Krebs, la B-oxidacion, el ciclo de la urea y
sintesis de esteroides'®. El espacio que se encuentra entre las dos membranas

se llama espacio intermembranal.

La MIM forma pliegues llamados crestas los cuales varian dependiendo de qué
tan activa es la célula o la mitocondria ya que en las crestas estan los
diferentes complejos de la cadena respiratoria mitocondrial por lo tanto entre

mas crestas tienen mas energia producen.
La cadena respiratoria mitocondrial (CRM)

La membrana interna mitocondrial es el lugar en donde se encuentra la CRM,
la cual es una cadena de 6xido-reduccion que tiene como finalidad la reduccion
tetravalente del oxigeno hasta agua para la sintesis de ATP. Para llegar a los
compuestos finales es necesaria la oxidacion de diferentes sustratos en los

distintos complejos respiratorios®.
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Complejo | (NADH: ubiquinonaoxidorreductasa)

El complejo | pesa 907 kDa, con forma de “L”, con una parte hidrofobica, la cual
se encuentra inmersa en la membrana interna mitocondrial y una hidrofilica que
esta dirigida hacia la matriz mitocondrial. Esta compuesto por un Flavin
mononucleétido (FMN), dos centros fierro-azufre tetranucleados llamados N2,

N3, N4 y N5 y dos especies distintas de ubisemiquinona fuertemente unidas?.

El complejo | cataliza la transferencia de electrones desde el NADH hasta la
ubiquinona, acoplado a la translocacién vectorial de protones (ver Figura 1),

transloca cuatro protones por cada dos electrones?.

También conocido como NADH deshidrogenasa puede ser inhibido por los

antibiéticos llamados rotenona y piericidina®.

H* Cadena H H* H*
transportadora ‘ATP
1 de electrones 1 s Espacio
~ intermembranal

— . Membranainterna

JOA X mitocondrial
~ 1 . __ Matriz
. ; mitocondrial
NAD* NADH /"\
ATP ADP
+P‘;

Fig.1 Cadena respiratoria mitocondrial. La figura muestra la direccion del
flujo de electrones y la translocacion de protones, comenzando por el complejo
| (NADH deshidrogenasa) hacia el complejo Il y IV (citocromo oxidasa) hasta la
sintesis de ATP por la ATP sintasa a partir de ADP y fosfato. Modificado®.
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Complejo Il (Succinato: ubiquinonaoxidorreductasa)

La succinato deshidrogenasa, ademas de formar parte de la cadena
respiratoria como complejo Il, participa como enzima en la oxidacion de
succinato a fumarato dentro del ciclo de Krebs; est4d formada por cuatro
subunidades proteinicas y cinco grupos prostéticos. Las dos subunidades
mayores son hidrofilicas y se orientan hacia el lado de la matriz mitocondrial.
Estas subunidades unen a los grupos prostéticos (FAD) y a tres centros fierro-
azufre. El dominio membranal estd compuesto de dos subunidades que
contienen un hemo b como grupo prostético y confieren la reactividad de la

enzima con la ubiquinona (UQ).

Este complejo, transporta electrones pero no transloca protones hacia el
espacio intermembranal (ver Figura 1), por lo que no contribuye con el

potencial transmembranal (AW).

Complejo 11l o complejo bc; (ubiquinol:citocromo ¢ oxidorreductasa)

El complejo bc; trasporta electrones desde el ubiquinol hasta el citocromo c a

través de sus componentes de 6xido-reduccion:

1. El citocromo b, dos grupos hemo tipo b, denominados bsgs 0 by y bsez 0

by

2. El citocromo c; con un grupo hemo tipo ¢ que se encuentra unido

covalentemente

3. El centro Rieske que es un centro fierro-azufre del tipo 2Fe-2S
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En el ciclo Q propuesto inicialmente por Mitchell, la ubiquinona (UQ) juega un
papel integral, sufriendo una oxidacion y una reduccion en dos fases, a través
del radical libre semiquinona (UQHe). El flujo de electrones, se encuentra
acopaldo a la translocacién de protones a través de la membrana® (ver

Figural). La antimicina A inhibe este complejo.
Complejo IV (citocromo ¢ oxidasa)

Es el dltimo complejo que forma parte de la cadena respiratoria, transfiere
electrones desde el citocromo c reducido hasta el oxigeno y contribuye también
a la generacion del gradiente electroquimico de protones (ver Figura 1). Los
cuatro protones que se requieren para la reduccion de oxigeno diatbmico en
agua se toman de la matriz mitocondrial mientras que cuatro mas son
bombeados hacia el espacio intermembranal. Se inhibe con cianuro (CN),

azida (N3) y monoxido de carbono (CO).
Complejo V (ATP sintasa)

Esta enzima fosforila el ADP para generar ATP con ayuda del gradiente
electroquimico formado a través de la cadena respiratoria, estd compuesto por
dos segmentos Fi, es la parte hidrofilica la cual se encuentra del lado de la
matriz mitocondrial y esta compuesta por distintas subunidades (as B3 Y, 0, €) y
mientras que Fo se encuentra insertada, debido a su afinidad, en la bicapa
lipidica, estd compuesta por una subunidad a, dos subunidades b y un anillo de
9-15 subunidades ¢ dependiendo de la especie. La sintesis de ATP se inhibe

con oligomicina.
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Durante la fosforilacion oxidativa, los complejos |, lll y IV bombean protones
hacia el espacio intermembranal creando un potencial transmembranal (AW), el
cual es utilizado para la formacion a ATP (ver Figura 1), ademas de un

gradiente de pH a través de la membrana interna mitocondrial (ApH)®.

El oxigeno que es el aceptor final de electrones de la cadena respiratoria para
la formacién de H,O en el complejo IV, puede reducirse parcialmente

generando anion superéxido (O27).

v. Las especies reactivas de oxigeno (EROSs)
Durante el metabolismo celular de la mayoria de los seres vivos se generan
EROs, como el 0,7, peréxido de hidrégeno (H,O,) y el radical hidroxilo (OH").
Estas especies tienen una capacidad oxidante mayor que el O,. Su presencia
en las células puede generar dafios importantes a las biomoléculas (lipidos,
proteinas, DNA) lo que permite el desarrollo de enfermedades degenerativas
tales como aterosclerosis, cancer, diabetes, artritis reumatoide, vy

enfermedades cardiovasculares, entre otras?’.

Las EROs estan relacionadas con procesos celulares importantes como el
crecimiento, diferenciacién, progresién y muerte celular. Bajas concentraciones
de EROs pueden ser benéficas o hasta indispensables en procesos como una

sefial intracelular y la defensa en contra de microorganismos?®.

Es por ello que las células cuentan con mecanismos antioxidantes que
permiten la eliminacion o previenen la formaciéon de EROs (ver Figura 2).
Existen antioxidantes tanto enzimaticos como no-enzimaticos, cuando se

incrementa el estrés oxidante, el cual es un estado de dafo celular debido a un
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desequilibrio con aumento de oxidantes o disminucién de antioxidantes, el

sistema de defensa promueve la regulacién y expresién de estas enzimas?®

[PEROXISOME |

P45
i ilase

FADH,
oxidase Cytochrone

(}1 NADFH

NATIFH T 0

oxidase

(CYTOSOL

0,

Eninn
channel

mitochomdrial 1l
2

eleeiran 1n|=sp-nrtﬂmln'_ 0,* Mu-S0D H,0, EE.E H;O ].
Hypoxla Ryt Oy |

Fig. 2 Generacién de especies reactivas de oxigeno y los mecanismos de
defensa contra su dafio. Durante la hipoxia, el O,” generado puede
reaccionar con la SOD-Mn en la mitocondria o con la SOD-Cu/Zn en el citosol.
En el reticulo endoplasmico, la citocromo P4s0-NADH reductasa puede transferir
electrones al oxigeno generando O,”. En los peroxisomas, existen enzimas
gue producen H,O; sin el intermediario O,. Contrario al O,™, el H,O, es capaz
de atravesar las membranas celulares y dentro de ellas, pueden reaccionar con
el Fe?* o Cu* para formar OH’ via reaccion de Fenton?®
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vi.  Antioxidantes enziméticos
El O, generado en la mitocondria o en otros sistemas es convertido en H,0,
por medio de la superdoxido dismutasa (SOD) de acuerdo a la siguiente

reaccion:
SOD
205" + 2H* — H,0, + 0,

Existen tres tipos de SOD las cuales se encuentran localizadas en lugares

especificos®:

e Cu/Zn-SOD (SOD-1). Se encuentra en el citoplasma, nucleo,
peroxisomas y en el espacio intermembranal de la mitocondria

e Mn-SOD (SOD-2). Se localiza en la matriz mitocondrial

e EC-SOD (SOD-3). Es una proteina extracelular
Una vez que el O, se convierte en H,O, + Oy, el H,O, es eliminado por la
catalasa, enzima tetramérica la cual contiene cuatro subunidades de 60 kD y
cada una contiene un grupo hemo como grupo prostético’®. Descompone al
H,O, directamente con donadores de protones (metanol, etanol, acido formico
o fenoles) con actividad de peroxidasa; su funcion primordial es eliminar las
altas concentraciones de H,O, de la célula® y se encuentra en altas

concentraciones en los peroxisomas y en el citosol.

La catalasa actia de la siguiente manera:
CAT
2H202 i 2H20 + 02

CAT
ROOH + AH, — H,0 + ROH + H
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La glutation peroxidasa (GPx) es una selenoproteina que cataliza la reduccion

del H,0, usando al glutatién reducido GSH3:

GPx
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

La GPx también cataliza la reducciéon dependiente del GSH de los
hidroperéxidos de los acidos grasos, en donde el grupo peréxido es reducido a

alcohol®:

ROOH + 2GSH — GSSG + H,0 + ROH

Existen cuatro isoenzimas mayoritarias en tejidos de mamiferos todas
dependientes de Se: GPx clasica o citosolica (GPx-1 o cGPx), GPx
gastrointestinal (GPx-2 o GPx-GI), GPx plasmética (GPx-3 o pGPx) y GPx de

fosfolipidos (GPx-4 0 PHGPX).

vii.  Sistemas generadores de EROs
Dentro de la célula se llevan a cabo reacciones metabdlicas necesarias para su
sobrevivencia en donde se obtiene como subproducto EROs y en otros casos,
sistemas que generan éstas especies como proteccién o defensa de la célula
hacia agentes extrafios; como en el caso de las células del sistema

inmunoldgico®.
Entre los sistemas generadores de EROs se encuentran:

1) Citocromo Paso
Es miembro de la familia de las monooxigenasas, las cuales insertan un atomo

de oxigeno en el sustrato a oxidar, mientras que el segundo atomo de oxigeno
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es reducido con electrones que vienen de algun donador especifico y

generalmente generan como producto una molécula de agua:

monooxigenasa

Sustrato + O, + H* + NADPH —— sustrato — O + NADP* + H,0

Son una familia de proteinas hemotioladas que funcionan como oxidasas
terminales, las funciones principales que se han descrito son dos, la primera
relacionada con el metabolismo de los xenobibticos, ya sea degradando o
transformando a compuestos polares para solubilizarlos y después excretarlos.
La segunda se refiere a su participacion en la biosintesis de moléculas de
sefializacion para el control del desarrollo y la homeostasia de los

organismos>°.

Las P4s0 se encuentran dentro de lo que se conoce como el sistema de
monooxigenasas microsomales (MOM), unidas a las membranas y se localiza
principalmente en el reticulo endoplasmico de la mayor parte de los tejidos
animales, la generacion de EROs a partir de citP4so se da durante su ciclo
catalitico, la primera reaccién que lleva a la produccién de EROs es la
liberacion del O, debido al decaimiento del complejo oxidado (oxicomplejo)
[R—H —Fe (II) — O37]. La segunda fuente productora es la liberaciéon del H,O,
a partir del peroxicitocromo Paso[F —H — Fe(lll) — O — O~] al momento de su

protonacion.

2) NADPH oxidasa
Las EROs producidas por esta enzima tienen como objetivo eliminar a los
agentes patégenos. La familia de enzimas NADPH oxidasa (NOX) se localiza
en varios tejidos, siendo la que se encuentra en células fagociticas la mas
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estudiada, éstas Ultimas también conocidas como células inflamatorias
constituyen una de las defensas mas poderosas del sistema inmunitario contra
las bacterias, levaduras y hongos; pueden incluirse a los neutréfilos vy

eosindfilos, a los monocitos y macréfagos®.

La NOX, recibe un electron de la NADPH que se encuentra en la superficie
citosdlica de la membrana del fagosoma, y lo dona al O, del otro lado del
fagosoma, generando O,". Este a su vez puede convertirse mas tarde en otras
EROs, aunque la mayor parte se convierte por dismutacion hacia H,O,,

principalmente por accién de la enzima mieloperoxidasa (MPO)®'.

3) Xantinaoxidorreductasa
La enzima xantinaoxidorreductasa (XOR) posee molibdeno (Mo) como grupo
prostético, ésta enzima utiliza agua en lugar de O, como la fuente de la cual

toma al atomo de oxigeno que se incorporara al sustrato determinado.

Esta ampliamente distribuida en los tejidos de los mamiferos y en otros
organismos, existen dos tipos de XOR, la xantina deshidrogenasa (XDH) la
cual puede reducir tanto al oxigeno como al NADP" y la xantina oxidasa (XO)
gue puede reducir al oxigeno. Ambas formas participan en el catabolismo de
los compuestos nitrogenados, particularmente en la degradacion de las purinas
(adenina y guanina) catalizando la oxidacién y transfiriendo electrones al
oxigeno molecular generando especies reactivas de oxigeno y después de

nitrégeno?®,
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4) Mitocondria
Desde hace varios afios, se ha identificado a la mitocondria como la mayor
fuente de O,". A nivel de la matriz y del espacio intermembranal, la mayor
parte del O, formado en los dos compartimentos es convertido en H,O; por la
SOD de manganeso (matriz) y de cobre/zinc (espacio intermembranal)®®, una
parte del O, producido en el espacio intermembranal puede ser transportado

al citoplasma mediante canales de aniones dependientes de voltaje.

La generacion de radicales libres en la mitocondria, se da durante la reduccion
tetravalente de O, a H,O. La cadena respiratoria transfiere electrones a partir
NADH al complejo I, el cual esta conectado al complejo Il a través de la UQ, y
el complejo Il a su vez esta conectado al complejo 1V a través del citocromo c,
este transporte de electrones es definido como transferencia directa de

electrones (TDE).

El FADH; es el sustrato del complejo Il de la CRM, los electrones son
transferidos hacia la UQ. En este punto el transporte de electrones puede ser
dirigido hacia el ciclo Q del complejo Il y continuar hasta la reduccion del O,
(ver Figura 3) o bien, el electron puede transferirse hacia el complejo | a través
de la UQH, hasta el NAD", proveyendo asi equivalentes reductores para la
produccién de EROs, a este flujo de electrones en sentido contrario se le
denomina transferencia reversa de electrones (TRE), sin embargo el

mecanismo por el cual se lleva a cabo aun no esté dilucidado®.
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Fig. 3 Generacion de O, durante la transferencia de electrones en la
CRM. EI glutamato/malato proveniente del ciclo de Krebs alimenta al complejo
I, succinato es sustrato directo del complejo Il y palmitoil-carnitina el cual puede
entrar a la CRM mediante la acil-CoA deshidrogenasa o bien a través de la B-
oxidacién. La rotenona es inhibidor especifico del complejo I, el malonato
inhibidor competitivo del complejo Il y la antimicina A inhibe el complejo Il a
través del ciclo Q. Modificado™.

La contribucion de cada sitio a la produccién general deO,"™ varia dependiendo
del 6rgano y del tejido, ademas del estado en que se encuentren las
mitocondrias, es decir que estén respirando de manera muy activa (estado 3) o

estan mas bien en un estado altamente reducido (estado 4)*".
Formacion de O,™ en el complejo |

Se ha reportado que en mitocondrias de diferentes tejidos en presencia de
sustratos oxidables como el NADH, la produccion de EROs en el complejo | es
apenas detectable y que la liberacion de O, esta dirigida hacia la matriz

mitocondrial, donde es convertido a H,O, por la SOD-Mn.
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A pesar que en el complejo Il no hay generacion de O, utilizando succinato
como sustrato, se observa produccién de H,O, a nivel de la matriz mitocondrial
y que es debido al TRE. La adicion de rotenona, un inhibidor del complejo | (el
cual actia bloqueando el flujo de electrones entre un centro [Fe-S] particular
denominado N2 y la UQ)**, muestra una disminucién en la produccion de H,0,

generado a partir del sustrato del complejo I1.

No obstante, dado que la fuente principal de equivalentes reductores para la
cadena respiratoria mitocondrial es el NADH mas que el FADH; o el succinato,

la relevancia de esta produccién de EROs no esta clara.
Formacion de O,™ en el complejo llI

En el caso del complejo lll, se ha postulado que el O,” posiblemente se
produzca como resultado de la auto-oxidaciéon de la ubisemiquinona (UQ"), un
intermediario que se forma en el complejo Il durante el ciclo Q para la

translocacion de H™,

Segun el modelo del ciclo Q, la UQ es reducida totalmente del lado interior de
la MIM (UQH>); una vez reducida viaja hacia el lado exterior de la MIM
translocando o sacando 2H" que van a formar parte del Auy*. En cuanto a los
2e’, el primero los transfiere al Fe-S de Rieske para que vaya hacia el
citocromo c;, de modo que la UQH, quedaria ahora como el intermediario UQ".
El e que le queda lo transfiere a los hemos bsgs ¥ bsg2 para que recircule en el
ciclo, de modo que al donar este ultimo e quedard nuevamente oxidada (UQ)
como se presenta en la figura 4. El hecho de que ya no tenga carga le permite

moverse al lado interior de la membrana y recibir el e de bssz, para volver a
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formar UQ", que en este momento esta en posibilidad de recibir otro ey 2H"

para formar UQH y reiniciar el ciclo*

Se ha propuesto que la especie UQ" pudiera acumularse y funcionar como un
sitio de fuga para los electrones que estarian siendo recibidos por el O, para
formar O,". En el caso de la inhibiciébn por antimicina, lo que sucede es que
este agente se une al hemo b, impidiéndole recibir los e provenientes de la

UQ’, y favoreciendo el escape de ellos hacia el oxigeno®

Ciclo Q del complejo llI

Rleske Fe-S el Citocromoc1

1’\

Clt b,

1 \ Antimicina A
e?’
Cith, ==

Q-

Estigmatelina

Fig. 4 Ciclo Q del complejo Il de la CRM. El esquema muestra que, el ciclo Q
es formador de EROs. Esto se corrobora al inhibir especificamente el complejo
Il con antimicina A y estigmatelina. Modificado®

Ademés de la CRM, una concentracion significativa de EROs pueden
producirse por la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa (a-KGDH) del ciclo de
Krebs y por la monoamina oxidasa (MAOS) localizada en la membrana externa

mitocondrial®® %,
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viii.  SM, funcién mitocondrial y EROs
La sobreproduccion de EROs a nivel mitocondrial (mtEROs) dafia y muta el
DNA mitocondrial (mtDNA) ademéas desencadena la liberacion de proteinas
proapoptéticas hacia el citosol perjudicando la viabilidad celular. Por esta
razén, es importante mantener el balance del estado redox mitocondrial el cual
esta coordinado con los procesos relacionados a la sintesis de EROs, las
defensas antioxidantes y la liberacion de EROs*. El aumento de mtEROs
puede contribuir al desarrollo de distintas patologias como lo son las
enfermedades cardiovasculares (resistencia a la insulina y diabetes tipo II), el
envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson,
entre otras). Se ha reportado que en diabetes existen desérdenes en la cadena
transportadora de electrones mitocondrial, la sobreproduccion de EROs y
lipoperoxidacion o desbalance de las defensas antioxidantes. El incremento de
los niveles de EROs permite un dafio oxidativo generalizado para todos los

componentes mitocondriales*.

En un ambiente de hiperglicemia como lo es el SM, se ha reconocido que el
incremento en la generacién de EROs por la mitocondria es la mayor causa de

complicaciones clinicas asociadas a diabetes y obesidad®.

La disfuncion mitocondrial que desencadena la isquemia y reperfusion del
corazoén esta asociado a la sobreproduccion de EROs. El estrés oxidante, junto
con la sobrecarga de calcio, induce la apertura del Poro de la Transicién de la
Permeabilidad mitocondrial (mPTP) el cual es un punto critico en el dafio por
reperfusion causando muerte celular por necrosis caracteristica de infarto al
miocardio®.
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En un estado de hipergliceridemia en el cual existe un desbalance en el estado
redox debido a un exceso de AGNEs y acumulacion de lipidos intracelulares™.
Se ha propuesto una posible adaptaciéon mitocondrial, la cual radica en la
apertura del canal de mitoKarp que funciona como sensor redox,
incrementando asi el estado 4 de respiracion (sin sintesis de ATP) y el
catabolismo de los AGNEs y disminuyendo la generacion de EROs
mitocondrial. Esta adaptacion mitocondrial incrementa, en higado y cerebro, el
gasto de energia pudiendo ocurrir de forma similar en otros tejidos en donde se
lleve a cabo el metabolismo de lipidos teniendo como resultado un aumento en
el gasto general del metabolismo energético del cuerpo previniendo asi la

lipotoxicidad®?.

ix. Estrés oxidante en el SM
Las enfermedades crénicas presentes en el SM estan relacionadas con un
aumento en la generacion de EROs que conllevan al estrés oxidante, debido a

una alta concentracién de sustratos oxidativos, AGNES vy triglicéridos®.

En estudios realizados tanto en humanos como en ratas obesas y no diabéticas
se ha encontrado incremento en la peroxidacion lipidica, marcador de dafio
oxidante, el cual se observa por el aumento de las sustancias reactivas del
acido tiobarbitarico (TBARS) las cuales estan correlacionadas directamente con
el indice de masa corporal (IMC) e indirectamente con la concentracién de

adiponectina®’.

x.  Acidos grasos y funcién mitocondrial en el SM
En patologias como la obesidad y la diabetes tipo Il existe, en corazon e

higado, una acumulacibn de AGNEs, los cuales desacoplan la mitocondria,
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proceso que incluye la disminucibn del potencial electroquimico

transmembranal e incremento del estado 4 de la respiracion®.

Se han descrito dos formas en las cuales los &cidos grasos pueden ser
transportados hacia el interior de las mitocondrias, la primera es por proteinas
especificas como la carnitina aciltransferasa | localizadas en la MEM y la I
localizada en la MIM. También la translocasa de acidos grasos se encuentra en
la MIM. La segunda es el llamado “flip — flop”, un transporte pasivo que debido
al gradiente de protones (H"), los acidos grasos protonados atraviesan la MIM
rapidamente 'y espontaneamente hacia la matriz donde ocurre la
desprotonacién presentandose un desacoplamiento mitocondrial por el acarreo

inespecifico de H* hacia la matriz>*.

También se ha reportado que los AGNEs interaccionan con las proteinas
desacoplantes (UCPs), con el translocador de adenin nucleétidos (ANT) y con
los acarreadores de aspartato/glutamato, dicarboxilato; estos acarreadores
pueden transportar acidos grasos no sélo por pertenecer a la misma familia de
transportadores, sino porque todos ellos tienen la habilidad de transportar CI',

piruvato y otros mono-aniones>”.

Los AGNEs interactian con las membranas mitocondriales de distintas

maneras:

Como protondforos. Los AGNEs tienen la habilidad de actuar como
protonéforos dependiendo del largo de su cadena de carbonos y del grado de
instauracion, este efecto se observa cuando los AGNEs se encuentran sélo en

su forma protonada. A este efecto se le denomina “desacoplamiento™®.
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Como estimuladores de la generacion de EROs. Los AGNEs pueden inducir
aumento en la generacion de especies reactivas de distintas formas; una de
ellas es por la inactivacién en la regeneracién de glutation reducido de su forma
oxidada, esto impide que haya remocién de H,O,>’, otra forma es la interaccion
entre los acidos grasos con los complejos respiratorios lo que puede generar

inactivacion de la cadena respiratoria®’.

xi.  Proteinas desacoplantes
Las UCPs forman parte de la familia de proteinas acarreadoras mitocondriales
gue se encuentran insertadas en la membrana interna mitocondrial y tienen
como funcioén translocar distintos metabolitos desde la matriz mitocondrial hacia

el exterior y viceversa como por ejemplo ATP, calcio y fosfato®.

La UCP-1 es una proteina que se localiza Unicamente en las mitocondrias del
tejido adiposo café de mamiferos que hibernan y en los recién nacidos™. El
término proteina desacoplante se utilizé por primera vez para describir la
accion que tiene la UCP-1 al disipar la energia que se genera a través del
gradiente electroquimico en forma de calor teniendo asi una actividad termo
regulatoria manteniendo la temperatura adecuada en todo el organismo, esto
debido a que lleva a cabo una fuga de protones activada por acidos grasos
teniendo como consecuencia un desacoplamiento entre el transporte de

electrones vy la sintesis de ATP®.

Tiempo después se encontraron proteinas que presentaban similitud con la
UCP-1, tanto en secuencia de aminoacidos como en su actividad®. Hasta
ahora se han descrito seis diferentes isoformas incluyendo la UCP-1. El mRNA

de la UCP-2 se encuentra en la gran mayoria de los érganos, la UCP-3 se
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encuentra expresada en tejido esquelético y cardiaco, la UCP-4 en el sistema
nervioso central, BMCP-1 (BrainMitochondrialCarrier Protein-1) en el cerebro y
la KMCP-1(KidneyMitochondrialCarrier Protein-1) en el rifién®?. A diferencia de
la UCP-1, éstas no contribuyen a la termogénesis adaptativa pero si
desacoplan la fosforilaciéon oxidativa y se ha postulado que pueden estar
participando en la proteccion contra el aumento de EROs debido a la
disminucién del estado reducido de la cadena respiratoria mitocondrial®®, al
igual que la UCP-1, se activan en presencia de distintos &cidos grasos

polinsaturados y se inactivan por purin-nucleétidos®.

La sobreexpresion de la UCPs esté asociada a distintas patologias tales como
la DT 2, la aterosclerosis, enfermedades neurodegerativas y el SM*. Se ha
propuesto que funcionan como amortiguadores de EROs generadas por la

mitocondria a través de los complejos respiratorios 1 y 111%.
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lIl.  JUSTIFICACION

El SM es una patologia heterogénea cuya presentacién clinica incluye
dislipidemia, obesidad abdominal, resistencia a la insulina e hipertension; estos
factores aumentan el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 y

enfermedades cardiovasculares.

La prevalencia del SM en paises desarrollados es alta y en paises

subdesarrollados ha ido aumentando en un periodo de tiempo muy corto.

Este tipo de padecimiento ha disminuido considerablemente la calidad y el
tiempo de vida para el humano y se ha convertido en un problema de salud
publica, es por ello que entender los mecanismos por lo cual el SM afecta el
funcionamiento de distintos érganos es importante para el conocimiento

cientifico.
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IV. HIPOTESIS
En el modelo de SM donde existe alta concentracion de acidos grasos libres,
obesidad central, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, la sobre expresion

de la UCP-3 en mitocondrias aisladas, es una respuesta al estrés oxidante.

V. OBJETIVO
i. General

Investigar el efecto del SM en un modelo experimental sobre la expresion de la
UCP-3, ademas de su relacion con la produccién de EROs en mitocondrias de

corazon.
ii. Particulares

e Analizar la expresion y la funcibn de la UCP-3 en mitocondrias de

corazoéon en un modelo animal con SM.

e Evaluar el efecto de la UCP3 sobre la produccion de EROs en
mitocondrias de corazon en un modelo de SM utilizando AGL como

activadores y GDP como inhibidor.
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VI. METODOLOGIA
i. Inducciéon del SM

Se utilizaron ratas Wistar macho recién destetadas que se dividieron en dos
grupos al azar. El grupo control tuvo acceso libre al alimento sélido comercial

(LabDiet, férmula 5001) y agua de beber ad libitum.

El SM se indujo en el segundo grupo dandole una solucién de sacarosa al 30%
como agua de bebida y el mismo alimento que los animales controles durante
24 semanas. Una vez finalizado el tratamiento los animales se pusieron en

ayuno durante una noche para realizar los experimentos.

ii.  Medicién de peso corporal, grasa retroperitoneal y presion arterial

sistolica

Al final del tratamiento y antes de sacrificar a los animales se les midi6 la
presion arterial sistélica por medio de un pletismégrafo que consiste en un
sistema que utiliza un sensor que se coloca en la cola del animal, conectado a
un transductor de presion, que envia las sefiales a una computadora equipada

con un programa para la captura y procesamiento de datos™.

Los animales se pesaron en una balanza granataria y posteriormente se
sacrificaron por decapitacion, se recuperd la sangre para posteriores analisis,
en seguida se extirpé el corazén, el cual se coloc6 en una solucion de
aislamiento que contenia sacarosa 250 mM, Tris-base 10 mM, EGTA 1mM a
pH 7.4 a 4°C. Se extrajo la grasa retroperitoneal y se pesé en una balanza

analitica.
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iii.  Determinacion de triglicéridos, colesterol, glucosa e insulina

La sangre se centrifugd a 838 x g durante 15 min a 4°C para la obtencion del

plasma, en el cual se determinaron los siguientes componentes:

Los triglicéridos se determinaron por técnica enzimética en un auto analizador

Abbott UP Serie Il (Irving, Texas, Estados Unidos).

La insulina se determind utilizando el método de radio-inmuno-analisis con un
estuche comercial Coat-a-Cout (Diagnostic Products, L.A. California, Estados

Unidos).

El colesterol y la glucosa se determinaron por un método colorimétrico con
estuches comerciales, colesterol método CHOD-PAP randox y glucosa método

GOD-PAP randox, respectivamente.

iv.  Preparacion de mitocondrias

Los animales se sacrificaron por decapitacién. Se extrajo el corazén y las

mitocondrias se obtuvieron por centrifugacién diferencial.

Se extrajo el corazén y se coloc6 en una solucién de aislamiento que contenia
sacarosa 250 mM, Tris-base 10 mM, EGTA 1mM a pH 7.4 a 4°C, se corto
finamente para facilitar la homogenizacion del tejido cardiaco, se incubé con 1
mg nagarsa, durante 5 minutos. El tejido se colocé en un homogeneizador tipo
Potter con 30 mL de solucion de aislamiento, se homogeniz6 y centrifugd a

13,404 x g durante 10 min a 4°C.

Se recupero el pellet y se homogeniz6 de nuevo en las mismas condiciones

para lograr una mayor extraccion de mitocondrias, se centrifugé a 838 x g
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durante 10 min a 4°C para sedimentar el tejido conjuntivo y restos celulares. Se
recuperé el sobrenadante y se centrifugd a 13,404 x g durante 10 min
obteniendo asi la fraccion mitocondrial. El pellet se resuspendié y se incub6
durante 10 min con una solucién de aislamiento suplementada con 0.1% de
albimina de suero bovino (ASB). Pasado este tiempo las muestras se
centrifugaron a 13,404 x g para quitar el exceso de ASB y se obtuvo la fraccion

mitocondrial, la cual se resuspendié en 1 ml de solucién de aislamiento.
v. Determinacién de proteina
Las proteinas se cuantificaron segln el método de Lowry modificado®®.

Se utilizan tres soluciones: Sol. A (NaOH al 1%), Sol. B (tartrato de sodio y

potasio al 1%) y Sol. C (CuSO4 al 0.5%).

Las mitocondrias aisladas de corazoén se diluyeron 1:100 en solucién fisioldgica
(NaCl al 0.9%) y se determiné la proteina con 100 pL de esta solucion por
duplicado. Paralelamente se prepar6 una curva de calibracién con ASB a una
concentracion de 1 pg/uL de la siguiente manera: se colocaron 0, 5, 10, 20y 40
uL de la solucién de ASB en tubos de ensayo y se llevd a un volumen final de
100 pL con solucion salina, se adicioné 1 mL de la mezcla hecha con las
soluciones A (10 mL), B (100 pL) y C (100 pL). Después de 10 min de
incubacion se adicionaron 100 pL de Follin 1 N (Sigma) y se incubaron durante
30 min a temperatura ambiente en la oscuridad. El registro de la absorbancia
se realiz6 a 750 nm en un espectrofotometro. La curva de calibracién que

corresponde a la absorbancia en funcion de las concentraciones utilizadas de
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ASB es lineal y obedece a la ley de Beer Lambert, lo que permitié determinar la

concentracion de proteina presente en las muestras mitocondriales.
vi.  Analisis de la funcién mitocondrial por oximetria

La respiracion mitocondrial esta acoplada a la sintesis de ATP (consumo de
oxigeno)®, sin embrago, este proceso puede estar alterado por presencia de
proteinas acarreadoras de protones o durante el aislamiento de las
mitocondrias. Un método para verificar la integridad de las mitocondrias es el
control respiratorio, en donde se determinan dos eventos, el estado 3 de la
respiracion (velocidad de respiracién en presencia de ADP, es decir, cuando
hay sintesis de ATP) y el estado 4 de la respiracion (velocidad de respiraciéon
en ausencia de ADP, es decir, sin sintesis de ATP). Asi pues el control

respiratorio se puede calcular de la siguiente manera:

_ (Consumo de O, /min/mgy. Jen el edo 3

R = -
¢ (Consumo de O, /min/mg,o¢ Jen el edo 4

Se utilizd6 una camara de vidrio de 1.5 mL equipada con un electrodo de
oxigeno tipo Clark. El oxigeno se detectdé con un monitor biolégico YSI Modelo
5300 (oximetro) al cual estaba conectado el electrodo. El registro se obtuvo en

un graficador Kipp & Zonen.

La incubacion de la mitocondria se llevd a cabo en una camara equipada con
agitacion magnética y mantenida a 30°C en una solucion de 1.45 mL que
contenia: KCl 120 mM, KH,PO, 5 mM, HEPES 3 mM, EGTA 10 uM a pH 7.4.
Se adicionaron 0.25 mg/mL de proteina mitocondrial de corazén para cada

experimento, el consumo de oxigeno se inicié al adicionar succinato 10 mM en
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presencia de rotenona 4 UM (estado 4), después de 2 a 3 min se adicioné ADP
500 puM que corresponde a un mayor consumo de oxigeno acoplado a la

sintesis de ATP (estado 3).
vii.  Andlisis del potencial transmembranal por fluorometria

La tetrametilrodaminametilester (TMRM) pertenece a un grupo de cationes
lipofilicos tales como la rodamina 123, la tetrametilrodaminaetilester (TMRE), la
safranina, y el tetrafenilfosfonium (TPP), los cuales son compuestos que se
acumulan en la matriz mitocondrial durante el consumo de O, y la translocacion

de H* de la matriz al espacio intermembranal®’.

[€H3 )M . .
o MICH,), T Cloy

Fig. 5 Estructura quimica de la tetrametilrodaminametilester (TMRM)

Cuando se activa la cadena respiratoria mitocondrial se forma un gradiente de
protones y el lado interno de la matriz mitocondrial se carga negativamente,
debido a la translocacién de los H* a través de los complejos I, Ill y IV hacia el
espacio intermembranal. Esta diferencia de carga hace que la TMRM se
desplace del espacio intermembranal hacia el lado interno de la membrana
interna mitocondrial, lo que se traduce en un “quenching” o apagamiento de la
fluorescencia. ElI cambio de la fluorescencia se detectd6 en un
espectrofluorometro marca Perkin-Elmer, modelo LS-50-B equipado con un
software FL WinLab, con agitacién magnética a 30°C. Las longitudes de onda
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de excitacion y emisién son 550 y 590 nm, respectivamente; las ranuras para el

paso de luz (slit) fueron de 6 nm tanto en la emision como en la excitacion.

En una celda de cuarzo con 1.95 mL de una solucién que contiene KCI 120mM,
KH,PO4 5 mM, HEPES 3 mM, EGTA 10mM a pH 7.4; se adicionaron 0.25
mg/mL de proteina mitocondrial de corazén, 10 pM de TMRM, 4 uM de
rotenona, 100ng de nigericina, 10ng/mL de oligomicina. Se inici6 la lectura de
la fluorescencia y se obtuvo la linea basal en aproximadamente 2 min,
posteriormente se adicion6 succinatol0 mM como sustrato del complejo Il de la
cadena respiratoria generando asi un potencial transmembranal y finalmente

para abatir este potencial se adicioné6 CCCP a una concentracion de 2 uM.

Para poder medir la actividad de la UCP-3 por este método se adicion6 GDP

500 pM, como inhibidor de la proteina.
viii.  Cuantificacién de la generacion de EROs

Durante la oxidacién de sustratos como el succinato o el piruvato/malato por la
CRM, se genera O, el cual se convierte rapidamente a H,O, por la MnSOD el
cual difunde libremente hacia afuera de la matriz mitocondrial. La deteccion del
H,O, se realiz6 por medio de la oxidacion del 2, 7 — dihidroclorofluoresceina en

presencia de peroxidasa®® (ver Figura 6).
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X

Fig. 6 El esquema muestra la manera que el DCF hidrolizado utiliza la
peroxidasa (POD) para detectar el H,O,; en el momento que interacciona con
el H,O; se oxida y emite fluorescencia.

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

En una celda de cuarzo se adicionaron 1.95 mL de una solucién que contenia
KClI 120 mM, KH,PO, 5 mM, HEPES 3 mM, EGTA 10 uM a pH 7.4, se
adicionaron 0.25 mg/mL de proteina mitocondrial de corazon, DCFhidrolizado y
peroxidasa (POD). Se inici6 la medida de la fluorescencia y se obtuvo la linea
basal después de un minuto, posteriormente se adicioné como sustrato
succinato (10 mM) o piruvato/malato (5 mM y 2.5 mM, respectivamente) para
inducir el estado 4 de respiracion, después se adicion6 ADP 250 uM para

determinar la formacion de H,O, en el estado 3.
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Durante el estado 4 se observo el efecto del de acido oleico (AO) hasta una
concentracion de 40 uM. Para evidenciar la presencia de la UCP3 se incubo la

mitocondria en presencia de GDP (500uM).

ix. Andlisis de la expresion de la UCP-3 por western blot

Una vez obtenidas las mitocondrias se adiciond una mezcla de anti-proteasas
(5 mg/ mL de PMSF, 1 mg/mL de leupeptina, 1 mg/mL de pepstatina y 1mg/mL
de aprotonina A) para descartar la degradacion de proteina. Posteriormente 80
Hg de proteina se depositaron en geles SDS-PAGE al 12% y se realiz6 la
electroforesis a 120 V durante 3 horas en un amortiguador de tris-glicina-SDS a

pH 8.3 a 4°C.

Después de la separacién de la proteina por electroforesis, el gel se transfirié a
una membrana de PVDF (Millipore) durante 70 min a 350 mA utilizando un
amortiguador de tris-glicina y metanol al 10% a pH 8.5 a 4°C. Posteriormente la
membrana se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con soluciéon
bloqueadora que contiene TBS-T (tris-HClI 10 mM, NaCl 10 mM, tween-20
0.1%) y leche descremada al 5%. Al término del bloqueo se elimin6 el exceso
de leche con TBS-T y se incubd con el anticuerpo primario anti UCP-3 de cabra
(Santa Cruz Biotechnology) diluido 1:1,000 en solucion de TBS y leche
descremada al 3%, la membrana se incubd durante toda la noche a 4°C,
posteriormente se lavdé 3 veces con TBS-T y se incubd con el anticuerpo
secundario IgG anti-cabra de conejo conjugado con peroxidasa (Santa Cruz
Biotechnology) en una dilucibn 1:2,500 en solucion de TBS-T y leche
descremada al 3% durante 2 horas a temperatura ambiente. Concluido el

tiempo de incubacion, la membrana se lavé 5 veces con TBS-T y se cubrid
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durante 3 min con una mezcla del reactivo para revelar por quimioluminiscencia
(Chemiluminescent HRP SubstratelmmobilonTMWestern, Millipore), se elimino
el exceso de los reactivos y se expuso a una placa de autorradiografia (Biomax

MR Film, Kodak) durante 3 min.

Para el control de carga, la membrana fue se someti®é a un stripping y
posteriormente se bloqued y se incubd con anti ANT de cabra (Santa Cruz
Biotechnology) diluido 1:3,000 y posteriormente con el anticuerpo secundario
IgG anti-cabra de conejo conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology)
en una dilucion 1:5,000, como control de carga para determinar si las muestras

fueron cargadas con la misma cantidad de proteina.

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

computo ImageJ, desarrollado por el National Institute of Health.

X.  Andlisis de los AGNEs por cromatografia de gases
La extraccién de los AGNEs se realizé6 segun el método de Folch®® con una
mezcla de cloroformo-metanol (2:1 v/v) que contenia 0.002% de BHT como

antioxidante (Butil-hidroxitolueno, SIGMA) y se llevé a cabo en tres etapas:

1.- Extraccion: Se utiliz6 1 mg de proteina o 100 ul de plasma la cual se le
adicionaron 20 pL y 50 pl de (C:19) como estandar interno (1 ug/uL)
repectivamente, se llevd a un volumen final de 1 mL con solucién salina al
0.9%. Posteriormente se adicion6 1 mL de metanol y se agitd con vortex
durante 30 seg; se agregaron 2 mL de cloroformo y se agité con vortex durante
30 seg. Las muestras se centrifugaron a 855 x g durante 5 min y se recupero la

fase de cloroformo (fase orgéanica); la extraccion se realiz6 dos veces. Se

38


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

adicionaron 200 uL de metanol para clarificar la muestra y sulfato de sodio para
eliminar los residuos de agua; se filtr6 sobre algoddn y se evapordé con gas
nitrégeno de alta pureza. Todos los pasos excepto la evaporacion se realizaron

en hielo.

2.- Derivatizacion: Al residuo lipidico se le agregaron 1 mL de metanol,
200 pL de 2,4-dimetoxipropano (Sigma) y 40 uL de acido sulfarico (Sigma) se
agité con vortex durante 30 seg; la reaccion se realizé a temperatura ambiente
durante 30 min agitando con vortex cada 5 min. Se agregé 1 mL de solucion
salina al 5%, 2 mL de hexano, se agitd con vortex durante 30 seg y se
centrifugaron las muestras a 854.5 x g durante 3 min. Se recuperé la fase
organica (hexano) y se repitio la extraccion 2 veces. Finalmente se evapor¢ el

hexano con gas nitrégeno a temperatura ambiente.

3.- Cromatografia de gas: El residuo lipidico se disolvio en 100 uL de
hexano se agité con vortex y se analizé una fraccion de esta solucion por el
cromatégrafo de gases. La temperatura del inyector y la columna se fijaron a
225°C y 200°C, respectivamente y se utilizé6 gas helio como acarreador de la
muestra a una presién de 1.1 Kg/cm?. La deteccion se realizé por medio de la
flama de H,. Los picos de cada acido graso se cuantificaron gracias a la
comparacién de su tiempo de retencion con el de los estandares. La
cuantificacion se realizé gracias a la presencia de un estandar interno, que en

este caso fue el &cido nonadecanoico (C19:0).
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xi.  Analisis estadistico

Los resultados se analizaron aplicando la prueba de "t" de Student para grupos
no pareados, para ello se utilizd el programa estadistico Sigma Plot 9.0. Los
resultados numéricos se representaran como la media + desviacién estandar.

El nimero de animales utilizado esta indicado abajo en las figuras y tablas.
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VIl.  RESULTADOS

Caracteristicas generales de los animales

Finalizado el tratamiento de 24 semanas con sacarosa al 30%, los animales

con SM tuvieron un peso corporal mayor con respecto a los animales controles.

Este aumento en el peso corporal estd asociado con el aumento en la grasa

retroperitoneal, la cual fue significativamente mayor en la rata con SM (Tabla

IV). ElI consumo de sacarosa indujo también un incremento en la presion

arterial y en los niveles plasmaticos de triglicéridos e insulina (p<0.05), mientras

gue los niveles de glucosa se mantuvieron normales.

Tabla IV. Caracteristicas generales de los animales

Variables Control SM
Peso corporal (g) 440 + 29 526 + 57*
Grasa retroperitoneal (g) 2.87+0.8 15.3 £ 5.2**
Presién arterial sistélica 117.4+2.9 139.7 + 2.2*
(mmHg)

Triglicéridos (mg/dl) 431+7.5 96.9 + 7.1%**
Colesterol (mg/dl) 38.4+12.8 42.2 +13.2
Glucosa (mmol/L) 6.0+1.0 59+1.2
AGNESs palméaticos (mM) 0.67 £0.04 1.26 + 0.08*
Insulina (uUI/mL) 81+1.7 15.2 + 3.1*

Los valores de todas las variables se obtuvieron al final del
periodo de tratamiento.
colesterol y la glucosa se determinaron en plasma. Estos
valores representan la media + DE; n= 5 animales diferentes.
***Significativamente diferente el grupo C del grupo SM
p<0.001, **p=0.01, *p=0.05.

La

insulina,

los triglicéridos,
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Con estos datos podemos corroborar que las ratas con sacarosa cumplen con
al menos tres caracteristicas que definen el SM, tal como hipertension,

obesidad central, hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia.

Anéalisis de los AGNESs en el corazén

La composicion de AGNEs tanto en homogenado como en mitocondrias de
corazén de ratas controles y con SM se determinaron por cromatografia de
gases. Se identificaron nueve acidos grasos (Tabla V) de los cuales se obtuvo
un incremento significativo en los acidos palmitico, estearico y DHA en el
homogenado de corazén de animales con SM respecto a los controles. Para el
caso de las mitocondrias de corazon, el analisis de los AGNEsS muestra un
aumento significativo en la concentracion de los acidos palmitico, palmitoleico y
oleico mientras que los acidos, linoleico, estearico, araquidonico, EPA, DPA y
DHA se mantuvieron similares en ambos grupos. Los AGNEs totales estan
ligeramente incrementados en las mitocondrias de corazén de ratas con SM en
comparacién con las ratas control sin embargo no es significativamente
diferente mientras que en el homogenado no hubo diferencia significativa en los

AGNEs totales entre ambos grupos.
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Tabla V. Acidos grasos libres en homogenado y mitocondrias de corazén

AGNE Homogenado Mitocondria
Control SM Control SM

Palmitico (C16:0) 13.5+£1.6 149+2.0 12.3+£0.2 16.3 £ 1.2%**
Palmitoleico (C16:1) 0.05 +0.015 0.4+0.1* 0.04 £0.01 0.5+0.2*
Estearico (C18:0) 146 +£2.7 9.1+0.3* 204+14 17619
Oleico (C18:1) 42+1.2 6.3+£1.7 59+84 12.4 £ 3.1**
Linoleico (C18:2) 84+15 6.4+09 18.7+£5.1 19.4+£6.2
Araquidénico (C20:4) 1.7£ 0.5 1.8+0.5 18.4+£2.3 19.6+1.8
EPA (C20: 5n-3) 6.8+£1.8 6.4+1.6 45+0.6 49+0.2
DPA (C22: 5n-3) 0.4+0.2 0.2+0.1 22+0.1 1.5+£0.7
DHA (C22: 6n-3) 1.6+0.5 0.7+0.2* 18.6 £2.9 16.0+x1.4
Cantidad total 51.3 £4.1 46.7+3.1 101.3£5.8 108.2 £ 10.0

Los valores se expresan en nmol/mg de proteina. Los valores se expresan
como la media + DE; n=4 animales diferentes. ***Significativamente diferente el
grupo C del grupo SM p<0.001, **p<0.01, *p<0.02.

Efecto del SM sobre el consumo de O, y el potencial transmembranal en

mitocondrias aisaldas

El consumo de oxigeno en las mitocondrias se determiné por medio de
oximetria. El control respiratorio (CR) obtenido del cociente del estado 3
(sintesis de ATP) entre el estado 4 (sin sintesis de ATP) muestra el estado
funcional de las mitocondrias aisladas en cuanto al acoplamiento del consumo
de oxigeno durante la respiracién a la sintesis de ATP. En la figura 7 se
observa trazos tipicos del consumo de oxigeno en funcién del tiempo de las

mitocondrias de corazén de rata con SM y control.
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Fig. 7. Controles respiratorios. Se muestran ejemplos de los trazos obtenidos
como controles respiratorios de las mitocondrias aisladas de corazon de rata.
En este caso, los trazos son de mitocondrias de SM (superior) y control
(inferior). Se indican los puntos donde se llevan a cabo las adiciones del
sustrato oxidativo, succinato (estado 4) y ADP (estado 3). El control respiratorio
es el cociente resultante de las velocidades del estado 3 y el estado 4.

Las mitocondrias de SM consumen O, con mayor velocidad en el estado 4 que

las mitocondrias de corazén de los animales controles (Tabla VI). En el estado

3, las mitocondrias de SM consumen el O, con una velocidad menor que las

mitocondrias controles. Las mitocondrias con SM tienen menor control

respiratorio que las mitocondrias controles.

Tabla VI. Variables respiratorias en mitocondrias de corazén

Control

SM

CR 2.27 +0.20

1.33 +0.22**

Edo. 3 (natOz/min/mg prot) 214.01 £ 32.64

149.16 *+ 24.83*

Edo. 4 (natO,/min/mg prot) 97.28 + 7.48

110.25+£6.42

El control respiratorio (CR) carece de unidades. Los valores
representan la media * DE; n=5 animales diferentes.

**Significativamente diferente el grupo C
p<0.001, * p<0.02.

del grupo SM
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El consumo de oxigeno en mitocondria aisladas se realizé en presencia de
succinato mas rotenona como sustrato oxidativo en el estado 4, en ausencia de
ADP. Para establecer la relacion entre el consumo de O, y el potencial
transmembranal, se utilizé el malonato como inhibidor del complejo II, succinato
deshidrogenasa (SDH). La inhibicién del estado 4 por malonato se refleja en
una disminucién del consumo de O, de una manera dosis-respuesta (Figura 8).
Esta reduccion de consumo de O, esta relacionada con la alteracién en el

potencial transmembranal en la mitocondria.
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Fig. 8 Trazo representativo del consumo de O, en el estado 4. Las
mitocondrias de rata (0.25 mg/mL), fueron adicionadas al medio de incubacién
(KCI, KH,PO4, HEPES y EGTA) a 30 °C y pH 7.4, en presencia de rotenona (4
MM) inhibidor del complejo |, oligomicina (100 ng/mL) inhibidor de la ATPasa y
nigericina (100 ng) inhibidor del ApH. La adicién de succinato (10 mM) aumenta
el consumo de O, mientras que la adicion de malonato, inhibidor del complejo
I, induce una disminucién en el consumo de este.

El potencial transmembranal mitocondrial se determin6 midiendo la
fluorescencia de la rodamina (TMRM). En la figura 9 se presenta una
disminucion rapida de la fluoresencia de la rodamina, (quenshing) al momento

de adicionar el succinato al medio de incubacion, después la fluorescencia se
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estabiliza. La diferencia entre la fluorescencia inicial (antes del succinato) y la
fluorescencia final (después del succinato) corresponde al potencial
transmembranal de la mitocondria. La adicion del malonato, inhibidor de la
SDH, induce una disminucién dosis-respuesta en el potencial transmembranal.

Al final, la adicion del CCCP induce un colapso total del potencial.

228 o Succinato
JVF\$1w
Sl

210+
200
190~
Int 450
170-]
160-] Malonato
‘\\
150 \

145,21 M mimlbveon o

0.0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig. 9 Trazos obtenidos al determinar el potencial transmembranal
mitocondrial por fluorescencia. La mitocondria (0.25 mg/mL) fue adicionada
a 30°C al medio de incubacion (KCl, KH,PO4, HEPES y EGTA) con pH 7.4y en
presencia del fluor6foro TMRM (10 pM), rotenona (4 uM) inhibidor del complejo
I, oligomicina (10 ng/mL) el cual inhibe la sintesis de ATP y nigericina (100ng)
que evita el ApH, al adicionar succinato (10 mM) se forma un potencial, lo cual
se refleja en la caida de la curva de fluorescencia. Posteriormente éste
disminuye al adicionar de forma aditiva malonato (hasta 3.2 mM) inhibiendo asi
la SDH. Finalmente se adicion6 el desacoplante CCCP (2 uM), abatiendo asi el
potencial transmembranal. El trazo negro muestra el potencial transmembranal
de las mitocondrias de rata control mientras que el trazo gris representa con
mitocondrias de corazon de rata con SM.
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La figura 10 que representa el potencial transmembral en funciéon del consumo
de O, muestra que la velocidad del consumo de O, es mayor en las
mitocondrias de los animales con SM que la mitocondrias controles por el
mismo potencial transmembral. Este resultado indica que hay una fuga de

protones en la mitocondrias con SM con respecto a los animales controles.

120
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40 A
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Fig. 10 Efecto del SM sobre el consumo de O, y sobre el potencial
transmembranal en mitocondrias aisladas de corazén de rata control (o)
vs mitocondrias de corazén de rata con SM (m). Las mitocondrias del grupo
con SM muestran una fuga de protones con respecto al grupo control lo que se
ve reflejado en un aumento en la respiracion y una disminucién en el potencial
transmemebranal mitocondrial en cualquier punto del grafico. Cada punto
corresponde al promedio * DE; n=4 experimentos, cada experimento
corresponde a un animal diferente.

La figura 11A muestra el efecto del acido linoleico (AL) en mitocondrias
controles desplazando la curva hacia un mayor consumo de O, y menor
potencial transmembranal en comparacién con las mitocondrias sin AL. La pre-

incubaciéon de las mitocondria con GDP no tuvo efecto sobre el
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desacoplamiento de la mitocondria inducido por el AL. Sin embargo la pre-
incubacion de la mitocondria con carboxiatractilésido (CAT) revierte el efecto
desacoplante del AL. Cabe sefialar que el GDP es inhibidor de la UCP3 vy el

CAT es inhibidor del translocador de adenin nucle6tidos (ANT).

El efecto del AL en presencia y en ausencia de los dos inhibidores GDP y CAT
sobre el funcionamiento de las mitocondria aisladas de corazén con SM se
presenta en la figura 11B, se encontré que la mitocondria con SM es mucho
mas sensible al AL que la mitocondria control. Aunque el comportamiento de la
mitocondria con SM es similar al del control en cuanto a la sensibilidad de

inhibicion con GDP y CAT (Figura 10B).

El efecto del acido oleico (AO) sobre el consumo de O, y sobre el potencial
transmembranal en mitocondria controles o con SM respectivamente se
presenta en las figuras 11C y 11D. Comparando la figura 11A con la 11B y la
figura 11C con la 11D, se observa que el AO tiene un efecto desacoplante en
ambas mitocondrias al doble de la concentracién del AL. También se observa

gue el CAT revierte el efecto desacoplante del AO en ambas mitocondrias.
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Fig. 11 Efecto del acido oleico, acido linoleico, GDP y CAT sobre el
consumo de O; en funcion del potencial transmembranal en mitocondrias
de corazén. Ay C muestran el comportamiento de las mitocondrias aisladas
de rata control sobre los distintos activadores e inhibidores especificos tanto de
la UCP3 como del ANT, mientras que, en B y D se expone el efecto que tiene
el SM sobre la actividad de estos. La comparacion entre el efecto del AL (Ay B)
y el AO (C y D) demuestra que se necesita, en concentracion, 2.5 veces mas
del AO (5 uM) para obtener el mismo efecto desacoplante que el AL (2 pM)
sobre las mitocondrias de ambos grupos. Las mitocondrias de corazon de rata
control (o) asi como las de rata con SM (m) fueron incubadas en presencia de
los inhibidores nigericina y oligomicina ademas de succinato mas rotenona
como sustrato oxidativo, se adicion6 malonato de forma aditiva, en presencia
de 2 uM de ALA (A 'y B); 5 uM de AO«(C y D); ¢, hubo pre-incubacion con 500
MM de GDP; o, se adicion6 al medio de incubacion 1 mM de CAT. Los datos
representan la media + EE; n=4 diferentes experimentos, cada experimento
corresponde a un animal diferente.
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Expresion de la UCP3 en mitocondrias aisladas de corazon

El analisis por Western Blot utilizando anticuerpos anti UCP3 reveldé que no
existe cambio significativo en la expresion de la UCP3 en mitocondrias de
coraz6bn de ambos grupos experimentales (Figura 12). Tampoco existen
diferencias en la expresion del ANT utilizando anticuerpos anti ANT. El hecho
qgue la expresion del ANT no se ha modificado, la proteina se tomé control de

carga para evaluar la expresién de la UCP3.
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Fig. 12 Expresién de la UCP3 en mitocondrias aisladas de corazon de
animales control (C) y con SM. Se realiz6 el Western-Blot utilizando un
anticuerpo policlonal contra la UCP3, como se describié anteriormente. Las
bandas que se muestran corresponden al peso molecular de la proteina UCP3
(-34 KDa) y al ANT (~37 KDa). Las intensidades de las bandas de la UCP3 en
las muestras controles son similares a las correspondientes al SM. En la gréfica
de barras, presenta el cociente de las densidades Opticas (DO) de la UCP3 y
del ANT el cual fue tomado como marcador de carga debido a que no hubo
cambio alguno en su expresion. Aunque los valores medios son diferentes, no
son estadisticamente significativos. Cada punto corresponde al promedio + DE
de 4 experimentos; cada experimento corresponde a un 4 animales diferentes.
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Generacion de EROs en mitocondrias aisladas de corazén

La generacion de EROs por la mitocondria se determind por medio de la
fluorescencia del DCF en presencia de peroxidasa en el medio de incubacion
de las mitocondrias en presencia de sustrato oxidable como el piruvato/malato
(condiciones de trasferencia directa de electrones) o el succinato (condiciones
de transferencia reversa de electrones). La presencia de peroxidasa permite
amplificar la deteccion de H,O, que se forma a partir de la conversion del O,™
por medio de SOD en la mitocondria. En la cadena respiratoria mitocondrial, la
tranferencia de electrones al O, genera O,". La figura 13 representa un trazo
tipico de la generacion del H,O, en tiempo real por la mitocondria de corazoén
en el estado 4 en presencia de piruvato y malato. Después que la fluoresencia
basal del DCF en presencia de mitocondrias se estabiliza, se adiciona el
sustrato y se observa un aumento de la fluorescencia en funcién de tiempo que
refleja la oxidacion del DCF por los EROs generados durante la oxidaciéon del
sustrato. La adicién del acido graso aumenta la velocidad de generacion de

EROs por la mitocondria oxidando a los sustratos.
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Fig. 13 Trazos representativos del efecto del acido oleico sobre la
liberacién de H,O, Se determind la velocidad de liberacion de H,O, en
mitocondrias aisladas de corazén (0.25 mg/mL) en el medio de incubacion
(KCl, KH,PO4, HEPES, EGTA) a 30°C y pH 7.4, DCF y POD; un minuto
después de comenzado el trazo, se adicioné el sustrato oxidativo, en este caso
fue piruvato/malato, y acido oleico hasta 40uM. Se muestra la comparacion
entre control (azul) y SM (rojo). El acido graso indujo un aumento en la
velocidad de liberacion de H,O, en los dos grupos observandose siempre una
mayor liberacion de H,O, con respecto al tiempo en las mitocondrias aisladas
de corazén de rata con SM en comparacion con las mitocondrias de rata
control.
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La figura 14 muestra que las mitocondrias de corazén con SM generan EROs
con una velocidad mayor que la de mitocondrias controles en el estado 4 en
presencia de P/M. La adicion del ADP reduce la generaciéon de EROs en
ambas mitocondrias siendo siempre mayor la generacion de H,O, en las de

SM.

nmol,, , / mg proteina/ min
B
1

Fig. 14 Velocidad de liberacién de H,O; en los estados 4 (P/M) y 3 (+ADP)
de la respiracion mitocondrial. La velocidad se calculé construyendo una
curva tipo utilizando H,O, de concentracion conocida como estandar. Se
observa que las mitocondrias de corazén de rata con SM (m) liberaron el H,0, a
una mayor velocidad que las mitocondrias de corazon de rata control (o), en
presencia de P/M, tanto en el estado 4 como en el estado 3 (en presencia de
ADP). *p<0.005. Las barras representan la media + DE; n= 4 animales
diferentes.

Los acidos grasos libres pueden modular la generacion de EROs en la
mitocondria en el estado 4 ya sea a través del desacoplamiento o mediante la
interaccion con la cadena respiratoria. Se evalud el efecto del acido oleico
como &cidos grasos libres en la generacion de EROs en condiciones de

trasferencia directa de electrones (TDE) en presencia de P/M en mitocondrias
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aisladas de corazon de ratas C y SM. Se observa que la generacion de EROs
aumenta con respecto a la adicion de AO (Figura 15) aunque, a una alta
concentracion (40 pM), ésta disminuye. La adicibon de GDP al medio de
incubacién indujo un aumento en la produccion de EROs sdlo en la mitocondria
con SM (Figura 16). Este efecto se exacerba en presencia de AO en ambas

mitocondrias siendo mas importante en las mitocondrias con SM.

14 4
12 4

10 4

nmol,, , / mg proteina/ min
*

Fig. 15 Efecto del acido oleico sobre la velocidad de la liberacion de H,0,
en condiciones de transferencia directa de electrones. En la grafica de
barras se observa que en presencia de P/M, la velocidad de liberacion de H,0,
en mitocondrias de corazon de rata con SM (m) €s mayor en comparacion con
las mitocondrias de rata control (o). La adicién de acido oleico de manera
aditiva genera un aumento en la liberacién de H,O, en ambos grupos. Cuando
se adiciona el acido graso a la concentracién de 40 uM, la velocidad de la
liberacion del H,O, disminuye drasticamente en ambos grupos. Las barras
representan la media + DE *p<0.005; n=4 animales diferentes.
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Fig. 16 Efecto del GDP sobre la generacion de H;O, en condiciones de
transferencia directa de electrones. Se utilizo6 GDP (500 uM) con lo cual se
observa que la generacion de H,O, aument6 tanto en control (o) como en SM
(m) y este aumento se exacerba en presencia de AO (5 uM), manteniéndose en
ambos casos una mayor liberacion de H,O, en las mitocondrias de rata con SM
gue en las de rata control. Las barras representan la media £ DE *p<0.005; n=4
animales diferentes.

De igual manera se evalug el efecto del AO sobre la produccién de EROs en
condiciones de transferencia reversa de electrones (TRE) esto en presencia de
succinato (Figura 17). Se observa un incremento en la produccion de EROs
con succinato con respecto al P/M (TDE) tanto en C y SM aunque la velocidad
de generaciéon de H,O, tiene tendencia a aumentar en SM. En cuanto al efecto
del AO se observa lo contrario al experimento en presencia de P/M. La adicion
de AO disminuye la generaciéon de EROs a dosis-respuesta (Figura 18). En
presencia de GDP, la velocidad de generacion de EROs aumenta en C y SM
(Figura 19) siendo méas importante en el SM. La adicion del AO en presencia de

GDP redujo la velocidad de generacién de H,O, estimulada por el GDP en
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ambas mitocondrias siendo méas alta en las mitocondria con SM que en el

control.
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Fig. 17 Velocidad de liberacion de H,O, en los estados 4 y 3 de la
respiracion mitocondrial en condiciones de transferencia reversa de
electrones. En presencia de succinato, se observa que las mitocondrias de
corazoén de rata con SM (m) liberaron el H,O, a una mayor velocidad que las
mitocondrias de corazén de rata control (o), tanto en el estado 3 (sintesis de
ATP) como en el estado 4. *p<0.005. Las barras representan la media + DE;
n=4 animales diferentes.
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Fig. 18 Efecto del AO sobre la liberacion de H,O, condiciones de
transferencia reversa de electrones. La adicion de AO a las mitocondrias
aisladas de corazén (0.25mg/mL) tanto de rata control (o) como de rata con SM
(m) presentd un efecto de dosis-respuesta disminuyendo la velocidad de
liberacion de H,O, en ambos grupos, perdiendo la diferencia significativa que
existia entre los dos grupos antes de la adicion de acido graso. *p<0.005. Las
barras representan la media + DE; n=4 animales diferentes.
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Fig. 19 Efecto del GDP sobre la liberacion de H;O, condiciones de
transferencia reversa de electrones. Se utiliz6 GDP (500 uM) con lo cual se
observa que la generacion de H,O, aument6 tanto en control (o) como en SM
(m) manteniendo una mayor velocidad sobre la liberacion de H,O, en este
altimo grupo. La adicion de AO (5uM) al medio de incubacién que contenia
GDP, disminuyé la velocidad de liberacibn de H,O, en ambos grupos
manteniendo la diferencia significativa entre los estos, o que no se observa en
presencia del AO y en ausencia del GDP. *p<0.005. Las barras representan la
media + DE; n=4 animales diferentes.
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IX.  DISCUSION

El propésito de este estudio, fue investigar el efecto del SM sobre la expresion
de la UCP3 y la generacion de EROs mediante la administracién de sacarosa
al 30% en el agua de bebida durante 24 semanas. El consumo de sacarosa
induce acumulacion excesiva de grasa retroperitoneal, hipertension,

hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia que son caracteristicas del SM.
Sindrome metabdlico y metabolismo de los AGNEs

En este modelo se ha descrito que el aumento de los triglicéridos circulantes
esta asociado con un aumento de éstos y de los AGNEs en el higado
favoreciendo la formacion de higado graso’®. Los AGNEs en la circulacion
provienen de la alta actividad lipolitica en el tejido adiposo que se debe a su
vez a la resistencia a la insulina. La acumulacion del tejido adiposo en la
cavidad abdominal refleja resistencia a la insulina que estd asociada con

hiperinsulinemia en las ratas alimentadas con sacarosa.

El mecanismo por el cual se acumula la grasa en el tejido adiposo esta bien
descrito en la literatura. Los &cidos grasos son activados mediante la formacion
del correspondiente acil-CoA por medio de una acil CoA sintetasa, y a
continuacién son esterificados con el glicerol 3-fosfato a triacilglicerol para ser
almacenados. El glicerol-3-fosfato se genera a partir de la reducciéon de la

hidroxi-acetona la cual aumenta durante la glucdlisis.

El analisis por cromatografia de la composicién de los acidos grasos plasmatico
revel6 un aumento en el &cido palmitico, palmitoleico y oleico que reflejan un

aumento en la sintesis de novo de los acidos grasos y una mayor actividad de
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la A-9-desaturasa’ en el modelo de SM inducido por alto consumo de
sacarosa. Las concentraciones fisioldgicas de los AGNEs plasmaticos
circulantes deben ser mantenidas dentro de un rango muy estrecho y un
aumento anormal de ellos se asocia a diversas enfermedades entre ellas:
obesidad, diabetes tipo 2, aterosclerosis y otras. Los mecanismos por los
cuales los AGNEs conducen a estas y otras enfermedades, no estan del todo
establecidos pero su contribucién a la generacion de resistencia a la insulina

parece ser uno de los mas importantes.

La hipertrigliceridemia y la obesidad abdominal observada en el modelo estan
asociadas con un aumento en los niveles de AGNEs en tejidos distintos al
tejido adiposo. En el corazon, el analisis por cromatografia de gases revelé un
aumento en el contenido de algunos AGNEs como el &cido palmitico,
palmitoleico y el &cido oleico en mitocondrias aisladas del corazon de animales
con SM. Por otra parte existen enzimas llamadas desaturasas las cuales son
claves en la sintesis de acidos grasos mono-insaturados y poli-insaturados por
lo cual contribuyen a su control, el aumento en la actividad de estas enzimas
puede generar un cambio en la composicion de la membrana debido a su
contenido de &cidos grasos. El incremento significativo en la proporcion del
acido palmitoleico asi como el oleico, pueden reflejar un aumento en la
actividad de la A-9-desaturasa, reportes previos mencionan que la
hiperinsulinemia esta relacionada con un aumento en la actividad de esta

enzima’?.

La cantidad total de AGNEs en la mitocondria fue dos veces mayor que lo
encontrado en el homogenado, esto puede deberse a que una gran proporciéon
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de las mitocondrias aisladas son membranas y que a pesar de que en el
modelo de SM existe una gran cantidad de AGNEs libres, los depdsitos de
triglicéridos de los adipocitos proporcionan acidos grasos libres (AGL) asi como
glicerol, compuestos que son utilizados en la B-oxidacion en mitocondrias para
la generacion de energia. La mayor parte de los acidos grasos presentes en el
corazén son transportados a través de la membrana citoplasmatica hacia la
mitocondria donde son utilizados como fuente de energia a través de la B-

oxidacién y posteriormente en la fosforilacién oxidativa.

Los AGNEs estan implicados en la generacion del O, en el higado del modelo
de SM™. Un exceso de formacién del O, en el SM esta asociado con la
hipertension y la resistencia a la insulina por su reaccién con el 6xido nitrico
para formar peroxinitrito™. Una disminucion en la disponibilidad del éxido nitrico
gue es un factor vaso-relajante implicado en la regulacion del tono vascular

induce hipertensién en el modelo de SM™.

El corazén aunque tiene la capacidad de hacer lipogénesis su metabolismo es
mayoritariamente oxidativo. Un aumento en la concentracién de los é&cidos
palmitico, palmitoleico y oleico, reflejan alteracién en el metabolismo de los
acidos grasos en el corazén. El acido oleico ha sido relacionado con la
hipertension por el hecho que afecta la actividad de la sintetasa del 6xido
nitrico en las células endoteliales. En estudios se ha demostrado que el &cido
palmitico genera estrés oxidante a nivel del reticulo endoplasmico y ademas se
encuentra relacionado con la apoptosis celular’®. Se ha descrito que el &cido
palmitico, en hepatocitos, induce la actividad de Bax, la permeabilizacién
mitocondrial, la liberacién de citocromo c y la actividad de las caspasas 3y 7'".

61


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Por lo tanto un aumento en la concentracién de los AGNEs puede afectar la

funcidén mitocondria de corazones de los animales con SM.
Funcién mitocondrial en el corazén con SM

En este trabajo encontramos que el control respiratorio en las mitocondrias
aisladas de corazon de ratas con SM es menor que la de mitocondrias aisladas
de animales controles. Esta alteracion en el control respiratorio se debe a un
aumento en el consumo de oxigeno por la mitocondria con SM en el estado 4 y
una disminucion en el estado 3 en comparacién con las mitocondrias controles.
El aumento en el consumo de oxigeno en el estado 4 puede atribuirse a la
acumulacién de AGNEs en la mitocondria. Se ha demostrado que los &cidos
grasos de cadena larga como el acido oleico tienen propiedad desacoplante en
diferentes mitocondrias®®. En los experimentos realizados para determinar el
potencial transmembranal en paralelo con el consumo de oxigeno en
mitocondrias aisladas de corazén y en diferentes condiciones, se ha
demostrado que las mitocondrias de coraz6n con SM tienen disminuido el
potencial transmembranal y aumentada la velocidad del consumo de oxigeno
en comparacion con el control. Este resultado indica que las mitocondrias de
corazébn con SM estan afectadas por una fuga inespecifica de protones en
comparacién con el control. Esta fuga de protones puede ser mediada por la
actividad de las proteinas desacoplantes UCP2, 3 o por el ANT. Para poner en
evidencia la participacion de estas proteinas en funcibn mitocondrial se
utilizaron el GDP y el CAT como inhibidores de las UCPs y del ANT,
respectivamente. El desacoplamiento mitocondrial se encontr6 relacionado con
la actividad del ANT y no con la UCPS3.
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El ANT es un acarreador transmembranal mitocondrial, el cual intercambia el
ADP del citosol por ATP formado en la matriz mitocondrial, se ha visto que
participa también como desacoplante de la fosforilacibn oxidativa en la
mitocondria y puede ser activado, el igual que las UCPs, por &cidos grasos
disminuyendo asi el potencial transmebranal tanto en corazén y musculo
esquelético, aunque se desconoce el mecanismo por el cual se lleva a cabo el

desacoplamiento’®®.

En el modelo de SM, se ha observado que en el higado, que ademas tiene la
capacidad de glucogenogénesis, la sobre-expresion de la UCP2 esta
relacionada con un aumento en el consumo de oxigeno y una disminucién del

potencial transmembranal

. Ademas la sobre-expresién de la UCP2 en higado
de rata con obesidad y SM esta considerada como respuesta al estrés
oxidante. En mitocondrias de corazon el analisis por western blot de la
expresion de la UCP3 no reveld diferencia entre el grupo con SM y el control.
Se ha descrito que la UCP3 se expresa abundantemente en mitocondrias de
musculo esquelético y en menor proporcién en corazén y tejido adiposo® y que
ésta puede aumentar conforme la edad. En experimentos realizados por
Andrew y Horvath se demostré que el desacoplamiento mitocondrial mediante
acidos grasos se incrementaba durante el envejecimiento sumado a un
aumento en los niveles de EROs y la peroxidacion lipidica®™. La incubacién de
las mitocondrias con AO o AL induce desplazamiento de la curva (Figura 11)
hacia un mayor consumo de oxigeno y menor potencial transmembranal. Este

desacoplamiento no fue sensible a GDP el cual es inhibidor de la UCP3. Sin

embargo la adicion del CAT, inhibidor del ANT, revirti6 el efecto de los &cidos
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grasos utilizado sobre el consumo de oxigeno y el potencial transmembranal.
Estos resultados indican que el ANT participa en la fuga de protones inducida
por acidos grasos en ambas mitocondrias siendo mas sensible las mitocondrias
aisladas del corazén con SM aunque el analisis por Western Blot del ANT no

revel6 diferencia significativa entre control y SM.

Por otro lado existen diferencias entre el AO y el AL en sus efectos sobre el
potencial transmembranal y sobre el consumo de oxigeno. Se sabe que entre
mas insaturaciones tengan los acidos grasos libres interaccionan con mayor
eficiencia con la membrana interna mitocondrial por lo cual podemos observar
que se necesita el doble de concentracion del AO, el cual tiene una doble
ligadura, para obtener el mismo nivel de desacoplamiento que el AL, el cual es
un acido graso con dos dobles ligaduras. Esta diferencia también puede
deberse a la diferencia en la solubilidad en la fase acuosa y en la fase lipidica

(membrana) dependiendo del niimero de insaturacién en el &cido graso®.
SM y generacion de O,™ en mitocondrias aisladas de corazon.

El exceso de sustratos oxidativos como los AGL a nivel mitocondrial hace que
la mitocondria se considera como una fuente muy importante de generacién de
EROs en el corazon. Nuestro trabajo demuestra que las mitocondrias de
corazoén de animales con SM generan H,O, con mayor velocidad que las de los

animales controles.

La generacion de H,O, fue mayor en mitocondrias aisladas de corazon de ratas
con SM en ambos estados 4 y 3 (en presencia de ATP) en comparacién con la

mitocondria control. La diferencia en la velocidad de generacion de EROs entre
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SMy control se mantiene en las dos condiciones de transferencia de electrones
a nivel de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, la directa
oxidacion P/M vy la reversa oxidando succinato. Ademas ambas mitocondrias
producen H;O, con mayor velocidad en condiciones de transferencia de
electrones inversa que en las condiciones de transferencia directa de
electrones al nivel de la cadena respiratoria mitocondrial. Estos resultados
sugieren que los complejos | y Il participan de una manera muy importante en

la generacién de O, en la mitocondria del corazén de los animales con SM.

No esta establecido el mecanismo por el cual las mitocondrias de corazén con
SM generan H,O, con mayor velocidad que los controles. Sin embargo, los
AGL acumulados pueden tener un papel muy importante en la estimulacion de
generacion de EROs en la mitocondria. Varios estudios han mostrado que los
AGL tales como el palmitico, oleico y araquidénico estimulan la generacién de
H,O, en mitocondrias de corazon e higado en condiciones de transferencia de
electrones directa®® mientras que en condiciones de transferencia reversa, los
acidos grasos adquieren la propiedad de protonéforos desacoplando el
consumo de O, de la fosforilacién del ADP generando ATP en la mitocondria e
inhibiendo la generacion de EROs en mitocondrias de higado asi como de
coraz6n®. El desacoplamiento por los &cidos grasos de la fosforilacion
oxidativa puede ser mediada por una fuga de protones a través de la
membrana con un mecanismo pasivo que implica el flip-flop o por medio de
proteinas desacoplantes tales como la UCP2 y la UCP3. En trabajo previo se
ha reportado que el SM induce una sobre-expresion de la UCP2 en higado de

la rata en respuesta al estrés oxidativo®® y la acumulacion de AGL en la
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mitocondria y en el homogenado de higado. En este trabajo no se ha
encontrado diferencia en la expresion de la UCP3 ni en la del ANT en
mitocondria de corazén de los animales con SM. Por lo tanto la acumulacién de
AGL en la mitocondria con SM puede ser responsable del aumento en la

generacién de EROs.

La adicion del AO a bajas concentraciones (5, 10, 20 uM) a las mitocondrias
aisladas de corazén de los animales con y sin SM aumenta la velocidad de
generacién de H,O, en condiciones de TDE (oxidando P/M) mientras inhiben la
generaciéon de H,O, en condiciones de TRE (oxidando succinato). En el caso
de la transferencia directa de electrones, el mecanismo por el cual el acido
oleico estimula la generacion de EROs puede ser mediado por su efecto
inhibidor sobre la cadena respiratoria mitocondrial, interfiiendo con el
transporte de electrones ocasionando que éstos no lleguen hasta la formacion
de agua y generando asi O, como se ha descrito en la literatura. Se ha
descrito que los &cidos grasos inhiben el consumo de oxigeno en mitocondrias

de higado como en corazén®,

Por otro lado la estimulacion de la generacion de H,O, por adicion del GDP
(como inhibidor de la UCP3) indica que la presencia de la UCP3 en
mitocondrias de coraz6n contribuye a amortiguar la exacerbacién de los EROs
inducida por el AO durante la TDE y la fosforilacién oxidativa. En condicion de
TRE, el GDP también estimula la generacién de H,O,. Ademas en presencia de
AO, el GDP exacerba la velocidad de generacién de H,O, en el SM y la

aumenta con moderacién en las mitocondrias de animales controles. Estos
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resultados sugieren que la UCP3 contribuye en la modulacién de la generacion

de EROs en la mitocondria de corazén con SM.
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X. CONCLUSIONES

El SM genera disfuncion mitocondrial en el corazon de rata Wistar mediante el
aumento en la concentracion de AGNESs, los cuales, se encontraron
relacionados con una disminucion en la fosforilaciéon oxidativa debido a una

fuga de protones a través del ANT.

El exceso de sustratos oxidativos y la poca necesidad energética se refleja en
un menor control respiratorio ocasionado por una menor velocidad del consumo
de oxigeno durante la sintesis de ATP (estado 3) y la tendencia a aumentar del

estado 4 en las mitocondrias de corazdén con SM.

En el modelo de SM la velocidad de generacion de EROs est4 mediada por la
accion de los AGNEs, sobre la cadena respiratoria mitocondrial (TDE), o

mediante su accion protonodfora (TRE).

En el transporte de electrones reversa la produccion de EROs es mayor que en
el transporte de electrones directa. La UCP3 patrticipa significativamente en la
generacion de EROs a nivel mitocondrial, no asi en el potencial

transmembranal ni el consumo de oxigeno.
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