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1 Resumen 
Antecedentes. Recientemente se ha demostrado que el beneficio de las estatinas 
va más allá del control de los niveles de colesterol, ya que presentan otros efectos 
independientes al metabolismo del colesterol, conocidos como pleiotrópicos. Entre 
estos se encuentra la regulación postraduccional de algunas proteínas, conocido 
como prenilación proteica, proceso a través del cual se regulan proteínas como las 
GTPasas pequeñas, las cuales están implicadas en la regulación de factores de 
transcripción como los receptores activados por proliferadores peroxisomales 
(PPARs), que a su vez se encargan de regular la expresión de variadas 
moléculas, incluyendo proteínas mitocondriales como las proteínas desacoplantes 
mitocondriales (UCPs), vinculadas con la expresión de enzimas antioxidantes. En 
nuestro grupo de trabajo proponemos que las estatinas pueden disminuir los 
niveles de EROs a nivel mitocondrial así como aumentar enzimas que regulan la 
homeostasis redox como son catalasa, SOD1 y SOD2 a través de la activación de 
UCP2 por la activación de PPAR. 
Objetivo: Determinar el efecto de la simvastatina sobre los niveles de EROs a 
nivel mitocondrial en la línea celular PAE.  
Método. Se realizó un estudio experimental en la línea celular PAE, la línea fue 
cultivada a diferentes concentraciones de simvastatina por 24 horas. 
Posteriormente, se determinaron los niveles de expresión de las proteínas UCP2, 
catalasa y SOD mediante la técnica de western blot. También se midió de forma 
cualitativa la producción de EROs por citometría de flujo, utilizando dos colorantes 
fluorogénicos MitoSoxRed y CellRox Green. Además se midió   la actividad de 
catalasa por geles de poliacrilamida en condiciones nativas (BN-PAGE). 
Resultados: Se observó una disminución en la producción de EROs mitocondrial 
en la concentración de 0.5μM de simvastatina además se encontró que la 
expresión de UCP2 aumentó con una diferencia significativa (p < 0.05) en las 
concentraciones desde 0.5 hasta 2.5 μM de simvastatina utilizadas. En la 
expresión de SOD2 mitocondrial hubo un aumento en las concentraciones de 0.1, 
05 y 2.5μM de simvastatina con una diferencia significativa (p< 0.05), mientras que 
en la expresión de SOD1 citosólica, hubo una tendencia de aumento en todas las 
concentraciones. En la expresión de catalasa se observó una tendencia de 
aumento en las concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0 y 2.5 μM de simvastatina pero no 
fue significativa.  
Conclusiones: Los resultados del estudio apoyan nuestra hipótesis, respecto a 
que la simvastatina disminuye la producción de EROs mediante la regulación 
positiva de proteínas mitocondriales como son la UCP2, SOD2 y catalasa 
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2 Abreviaturas 
 
 ADN    Ácido desoxirribonucleico 

 APS    Persulfato de amonio 

 ATP     Adenosín trifosfato 

 BADGE    Bis-fenol A diglicil éter 

 BN-PAGE   Blue Native- Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

 CAT    Catalasa 

 CO2    Dióxido de carbono 

 DCF     Diclorofluoresceína 

 DCF-DA    Diacetato de diclorofluoresceína 

 DMSO     Dimetilsulfóxido 

 DOC     Desoxicolato de sodio 

 EDTA     Ácido etilendiaminotetraacético 

 EGTA    Ácido Etilen glicol tetraacetico 

 EROS     Especies Reactivas de oxígeno  

 FADH2     Flavín adenín dinucleótido reducido  

 FMN    Flavín mononucleótido 

 FMNH2    Flavín mononucleótido reducido  

 FPP     Farnesil pirofosfato 

 GDP     Guanidin difosfato 

 GGPP    Geranilgeranil pirofosfato 

 GTP     Guanidin trifosfato 

 GTPasa    Guanosina trifosfatasa  

 GPX    Glutation peroxidasa 

 HEPES    Ácido 4-(2-hydroxietil)-1-piperazinoetanosulfonico 

 HMG-CoA    3-hidroxi-3-metil-glutaril-Coenzima A 

 HRP     Peroxidasa de Rábano 

 Km    Constante de afinidad  

 LDL     Lipoproteína de baja densidad 

 mtDNA    ADN mitocondrial  
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 NAD+    Adenin Nicotinamida dinucleótido oxidado 

 NADH    Adenin Nicotinamida dinucleótido reducido 

 NEM    N-etil-maleimida 

 NO     Óxido nítrico 

 OATP    Transportador de polipéptidos aniónicos 

 PAE    Células endoteliales de aorta de cerdo      

 PBS    Buffer de Fosfatos 

 PMSF     Fluoruro de Fenil-metano-sulfonilo 

 PPARs     Receptor activado por proliferadores peroxisomales  

 PPRE    Elemento de respuesta a PPARs 

 QH2    Quinona 

 ROCK    Cinasa asociada a Rho  

 RXR    Receptor X retinoide 

 SDS    Dodecil sulfato de sodio   

 SFB    Suero Fetal Bovino 

 SOD     Superóxido dismutasa 

 TAC    Tejido adiposo café  

 TBS-T    Buffer de Tris-sodio más Tween-20  

 TEMED    Tetramethylethylenediamine  

 UCPs     Proteínas desacoplantes 

 VDAC    Canal aniónico dependiente del voltaje 
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3 Introducción 
Las estatinas son fármacos utilizados para inhibir a la HMG-CoA reductasa, esta 

enzima participa en el paso limitante en la síntesis del colesterol y, se ha 

convertido en el blanco terapéutico para el tratamiento de problemas 

cardiovasculares. El colesterol es componente de las membranas celulares, 

precursor de hormonas esteroideas y ácidos biliares; sin embargo, el aumento de 

su concentración lo convierte en un factor de riesgo en el desarrollo de 

enfermedades cardiacas. El beneficio de las estatinas va más allá del control de 

los niveles de colesterol, presenta otros efectos independientes al metabolismo del 

colesterol, conocidos como pleiotrópicos. De los más importantes se encuentra la 

regulación postraduccional de algunas proteínas, conocido como prenilación 

proteica. A través de este proceso proteínas como las GTPasas pequeñas, son 

reguladas durante el desarrollo de su función en la célula. Funciones como, la 

regulación de factores de transcripción encargados de reconocer secuencias 

específicas en el genoma regulando de esta manera la expresión proteica. Como 

sucede con los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs), 

que se encargan de regular la expresión de diversas proteínas, incluyendo 

proteínas mitocondriales como las proteínas desacoplantes mitocondriales 

(UCPs). En el laboratorio se ha observado que la simvastatina es capaz de regular 

la expresión de las UCPs, quienes están relacionadas con la homeostasis 

energética y oxidativa celular. Las UCPs se encargan de disipar el gradiente 

electroquímico de protones, formado por la actividad de la cadena respiratoria a 

través de la membrana internamitocondrial, básicamente cuando el gradiente 

electroquímico o la concentración de ATP están elevados. Una de las funciones de 

las UCPs, está relacionada con la regulación de los niveles de  especies reactivas 

de oxígeno. Las especies reactivas a oxígeno (EROs) son moléculas encargadas 

de regular un gran número de procesos fisiológicos y patológicos, y la mitocondria 

es una de las principales fuentes de producción de estas moléculas. En este 

trabajo, se quiere demostrar que la simvastatina, a través de las proteínas 

desacoplantes, regula los niveles de EROs a nivel mitocondrial; efecto que aún no 

ha sido estudiado.  



                                                                                                                                           

 12 

4 Marco teórico  

4.1 Generalidades de las estatinas 
Las estatinas son un grupo de fármacos administrados para el control terapéutico 

de las dislipidemias y las enfermedades cardiovasculares1. Una de las funciones 

más importantes de las estatinas es disminuir los niveles de LDL, debido a que 

son inhibidores competitivos reversibles del 8-hidroximetilglutaril coenzima A 

(HMG-CoA) reductasa, que cataliza el paso limitante de la síntesis del colesterol 

(Figura 1)2
. Además del efecto en los niveles de colesterol, a las estatinas se les 

atribuye otras acciones biológicas como por ejemplo, tienen efecto antiinflamatorio 

e inmunomodulador3
, tener actividad antioxidante4

, participan en la disminución de 

la incidencia de algunos tipos de cáncer5
 y mostrar efectos benéficos en el 

metabolismo óseo6. 

 

Figura 1.Esquema representativo de la vía de síntesis de colesterol. Dividido en tres 
secciones: (A) La ruta del Mevalonato, donde se forma mevalonato 5-PP y termina en isopentenil 
5-PP; (B) La ruta del Colesterol que finaliza con la síntesis de colesterol a partir del cual se forman 
las hormonas esteroideas, la vitamina D y los ácidos biliares; y (C) la ruta del No-Colesterol 
importante para la formación de Farnesil-PP y Geranilgeranil-PP que se utilizan en la Farnesilación 
y Geranilgeranilación de las GTPasas pequeñas. Modificado de Tricarico P, et al.20152. 
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La mevastatina fue una de las primeras estatinas, se extrajo del hongo Penicillium 

citrinium, pero su eficacia para inhibir la HMG-CoA reductasa era limitada debido a 

su toxicidad y fue retirada del mercado7. Posteriormente, se purificó la lovastatina 

a partir de Aspergillus terreus, que resultó ser más eficiente que su antecesor y 

menos tóxica8. A partir de este descubrimiento fueron purificadas y sintetizadas 

una gran cantidad de nuevos inhibidores de la HMG-CoA reductasa, como la 

pravastatina, simvastatina, fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina, pitavastatina y 

rosuvastatina9.  

4.2 Estructura de las estatinas 
 

 

Figura 2. Estructura del HMG-CoA, las estatinas y una comparación entre los dos tipos de 
estatinas. Arriba a la izquierda, el HMG-CoA unido a la enzima; arriba a la derecha la estructura de 
las estatinas de Tipo 1 y Tipo 2, se observa también la constante de afinidad (Km) del HMG-CoA y 
las constantes de inhibición (IC50) de las diferentes estatinas. En la parte de abajo, se comparan 
las estructuras de los dos tipos de estatinas. Modificado de Istvan E. 200311. 
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Las estatinas comparten un componente estructural similar a la porción 

hidroximetilglutaril (HMG) de la molécula hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA). La 

porción parecida a HMG está unida covalentemente a un grupo hidrofóbico rígido 

el cual va de altamente hidrofóbico a parcialmente hidrofóbico. Todas las estatinas 

son inhibidores competitivos de la enzima HMG-CoA reductasa con respecto a la 

unión del HMG-CoA, variando en su tamaño e hidrofobicidad, características que 

le proporcionan a cada estatina una capacidad de interacción diferente con la 

ezima10. 

Estructuralmente las estatinas pueden dividirse en dos tipos: Tipo 1, como la: 

compactina, pravastatina y simvastatina, quienes tienen un anillo de tipo decalino, 

y las Tipo 2, como la: rosuvastatina, atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, que 

tienen un grupo fluorofenilo y un grupo metiletilo no observado en los inhibidores 

de Tipo 1 (Figura 2)11. 

4.3 Farmacocinética de las estatinas 
Cuadro 1. Propiedades farmacocinéticas de las estatinas 

Estatinas Simvastatina Lovastatina Fluvastatina Pravastatina 

Dosis(mg) 10 20 40 40 

Administradas como pro- drogas Si Si No No 

Solubilidad Lipofílica Lipofílica Lipofílica Hidrofílica 

Absorción (%) 60-85 30 98 35 

Biodisponibilidad (%) ≤ 5 5 30 18 

Tiempo de vida media de 
eliminación (h) 

2-5 2-5 1-3 1-3 

Metabolismo de CYP450 isoenzima 3A, 2C8 3A, 2C8 2C9 3A 

Se muestran las dosis expresadas en (mg) de cada estatina que comúnmente se administran 
en pacientes con un peso de 70Kg.Tabla modificada de Neuvonen P, et al. 200812 

 

Las estatinas son fármacos anfipáticos, por su capacidad de pasar a través de la 

membrana plasmática, en el caso de los agentes lipófilicos (como la simvastatina, 

fluvastatina o atorvastatina) el transporte es pasivo, interaccionando directamente 

con la membrana mientras que en el caso de los agentes hidrofílicos como la 

pravastatina el transporte es por medio de proteínas transportadoras (Cuadro 1)12. 
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El hígado es el órgano principal en la eliminación de fármacos en el organismo 

debido a que posee mecanismos de inactivación constituidos por rutas 

metabólicas y sistemas de transportadores específicos para fármacos 13.Se ha 

demostrado que los transportadores hepáticos, como el transportador de 

polipéptidos aniónicos orgánicos OATP1B1 y el OATP1B3, también transportan 

fármacos aniónicos como las estatinas cuyo principal mecanismo de eliminación 

es a través de la vía del citocromo P450 y del UDP-glucoronosil trasferasa en el 

hígado (Figura 3)14. 

 

 

Figura 3. Distribución selectiva de estatinas en hígado por transportadores hepáticos y del 
intestino. El esquema muestra el mecanismo de distribución de la pravastatina, aunque esos 
transportadores están también involucrados en el transporte de otras estatinas hacia el hígado. 
Esquema modificado de Shitara y Sugiyama, 2006.14 

4.4 Funciones de las estatinas 
En la clínica las estatinas son fármacos importantes para el control de los niveles 

de colesterol sin embargo, los beneficios van más allá de este control, muchos 

estudios han revelado que las estatinas participan en el mejoramiento de la 

función endotelial15, en la disminución de la formación placas ateroscleróticas16, la 
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disminución del estrés oxidativo e inflamación, así como, se ha observado que 

tiene efectos en el sistema inmune17, el sistema nervioso central18 y en el hueso.19  

Estos efectos son llamados “pleiotrópicos” y, son regulados en su mayoría, por la 

inhibición de la síntesis de isoprenos, metabolitos que sirven como moléculas de 

adhesión durante la señalización intracelular. Por ejemplo, las proteínas pequeñas 

unidas a GTP o GTP asas pequeñas, como sucede con: Rho, Ras y Rac, cuya 

adecuada localización y función en la membrana plasmática dependen de un 

proceso de señalización conocido como prenilación proteica20. La prenilación 

proteica se ve afectada al inhibir la síntesis del mevalonato por la presencia de las 

estatinas, las cuales inhiben la síntesis de intermediarios isoprenoides, como el 

farnesil-pirofosfato (FPP) y el geranilgeranil pirofosfato (GGPP) que funcionan 

como moléculas de unión durante la modificación post-traduccional de varías 

proteínas, incluyendo la subunidad γ de las proteínas G heterotriméricas, el grupo 

hemo-a y las proteínas pequeñas de unión a GTP21. 

Las GTPasas pequeñas, tales como Rho, pueden regular varios aspectos de la 

función celular, principalmente a través de sus proteínas blanco, las Rho cinasas 

(ROCKs), que son parte de la familia de proteínas serín/treonin cinasas, las cuales 

tienen dos isoformas ROCKβ (ROCKII) y ROCKα (ROCKI) 22. Existe evidencia 

donde se ha demostrado la participación de esas dos proteínas en la patogénesis 

de problemas cardiovasculares23. Otro miembro de la familia de proteínas Rho, la 

GTPasa Rac tiene como principales mecanismos de señalización, la regulación de 

la polimerización de la actina en el citoesqueleto y la regulación de la generación 

de especies reactivas de oxígeno (EROs) al igual que Rho24. 

4.5 Pleiotropicidad de las estatinas 
Como ya se describió anteriormente los efectos pleiotrópicos son efectos 

diferentes al uso primario de las estatinas. Se ha reportado que el tratamiento con 

estatinas, previene el aumento de la presión inducida por hipertrofia a través de la 

inhibición de la actividad de la NADPH oxidasa regulada por Rac1 en el músculo 

liso vascular y en el corazón de modelos de ratón25. Estos resultados fueron 

corroborados al analizar muestras de corazón, donde el aumento de los niveles de 



                                                                                                                                           

 17 

EROS está asociado con el aumento en la actividad de Rac1, efectos que fueron 

atenuados por el tratamiento con estatinas26. Por otro lado se demostró que en los 

macrófagos las estatinas activan PPARγ y PPARα, por un mecanismo de 

señalización dependiente de RhoA previniendo la hipertrofia cardiaca27. 

4.6 Participación de los PPARs en la transcripción génica 
Los PPARs (Receptores activados por proliferadores peroxisomales) son 

proteínas que forman parte de una superfamilia de factores de transcripción 

inducibles por ligando28, cuyo ligando natural son los ácidos grasos insaturados y 

los eicosanoides. Tras su heterodimerización con el receptor 9-cis ácido retinoico 

(RXR), los PPARs se unen a los llamados elementos de respuesta a PPARs 

(PPREs) en el DNA, que corresponden a secuencias génicas regulatorias que 

pueden estar localizadas, ya sea dentro de la secuencia promotora de un gen o en 

una secuencia localizada en un sitio diferente y distante al gen que regulan29. En 

los mamíferos existen tres tipos de PPARs: PPARα (NR1C1), PPARβ/δ (NR1C2) y 

PPARγ (NR1C3); que tienen como función principal la regulación de la expresión 

de genes involucrados en la adipogénesis, el metabolismo de lípidos, la 

inflamación y el mantenimiento de la homeostasis metabólica;30 al igual que los 

receptores nucleares típicos (Figura 4), los PPARs están formados de distintos 

dominios funcionales, que incluyen el dominio de transactivación en el amino 

terminal (AF1), el dominio de unión a DNA altamente conservado (DBD) y el 

dominio de unión a ligando en el carboxilo terminal (LBD) que contiene una 

función de transactivación dependiente de ligando (AF2), todos esos dominios son 

sitios potenciales de regulación de su actividad31. 

 

Figura 4. Estructura de los dominios de los receptores nucleares .En el esquema se 
representan los  dominios funcionales denominados con letras: El dominio N-terminal (NTD, A/B) 
contiene la función de activación independiente de ligando (AF1). El dominio de unión al ligando 
((LBD, E), contiene la función de activación dependiente del ligando (AF-2), La región D  conecta al 
DBD con la región E y además contiene la secuencia de localización nuclear. Esquema modificado 
de Poulsen L, 201231. 



                                                                                                                                           

 18 

Aunque comparten muchas similitudes, cada PPAR tiene funciones únicas in vivo, 

probablemente debido a su distribución en los diferentes tejidos, su respuesta a 

distintos ligandos y a sus propiedades bioquímicas. Por ejemplo, PPARα se 

expresa básicamente en hígado, corazón y tejido adiposo café (TAC), y su función 

principal consiste en ser el mayor activador de la ruta encargada de oxidar a los 

ácidos grasos y es el blanco principal de los fibratos, un fármaco hipolipidémico 
32. 

El PPARδ/β, se expresa prácticamente en todos los tejidos y su función principal 

es participar en la oxidación de los ácidos grasos en tejidos como el músculo 

esquelético, el corazón y el hígado33. PPARγ se expresa principalmente en tejido 

adiposo, donde es el regulador principal de la adipogénesis y de la sensibilidad a 

insulina34. 

El control de la transcripción génica determina los niveles y función 

correspondientes de las proteínas en los organelos, las células, los tejidos y, por lo 

tanto, en la homeostasis del organismo. Se ha demostrado que los PPARs son el 

principal sistema de control de la transcripción de los genes involucrados en la 

síntesis de las proteínas, como desacoplantes mitocondriales (UCPs) 35 .El control 

de la expresión de estos genes a través de los PPARs, proporciona un mecanismo 

de regulación de los niveles de proteínas mitocondriales involucradas en la 

homeostasis energética y oxidativa mitocondrial 36. 

Las proteínas desacoplantes (UCPs), son transportadores de protones localizados 

en la membrana interna mitocondrial; con una masa molecular alrededor de 32 

kDa, en su estructura posee seis hélices que atraviesan la membrana interna 

mitocondrial con los extremos carboxilo y amino terminal del lado citosólico. Las 

tres secuencias, tienen 100 aminoácidos que se repiten  tres veces a su vez, 

contiene dos regiones hidrofóbicas transmembranales unidas por una región 

hidrofílica. La unidad funcional de las UCPs es un homodímero, y se ha observado 

que tienen un comportamiento dual, es decir, se pueden comportar como 

acarreador o como canal. La función biológica de las UCPs consiste en disipar el 

gradiente electroquímico de protones formado por la actividad de la cadena 

respiratoria37. 
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4.7 La mitocondria y su función 
La mitocondria es un organelo celular localizado en el citoplasma de las células 

eucariotas, que participa en procesos celulares importantes como la apoptosis 38, 

la homeostasis de las células madre pluripotentes39, la homeostasis del calcio40
  y 

el ciclo de Krebs41. Sin embargo, la función principal de la mitocondria es la 

producción de energía celular en forma de ATP. La mitocondria está formada por 

una membrana interna y una membrana externa, que forman dos compartimentos, 

el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial. La membrana externa es 

altamente permeable, debido a la presencia del canal selectivo de aniones 

dependiente de voltaje (VDAC), una proteína involucrada en el transporte de 

metabolitos como el ADP y ATP entre la mitocondria y el citosol 42, la membrana 

interna mitocondrial, posee numerosas invaginaciones o crestas, donde se 

localizan los complejos de la cadena de transporte de electrones y se lleva a cabo 

la fosforilación oxidativa. Por otra parte, en la matriz mitocondrial se lleva a cabo la 

mayor parte de las reacciones, el ciclo de Krebs, la oxidación de los ácidos grasos, 

y además contiene el material genético mitocondrial (mtDNA) 43 (Figura 5)  

4.8 Fosforilación oxidativa 
La fosforilación oxidativa, es el proceso en el cual se produce ATP como resultado 

de la transferencia de electrones desde NADH o FADH2 hasta el O2. Este proceso 

se lleva a cabo en la membrana interna de la mitocondria y es la principal fuente 

de energía en organismos aerobios45
. 

La fosforilación oxidativa se basa en la teoría quimiosmótica propuesta en el año 

1966 por Peter Mitchell46, para explicar el acoplamiento entre la oxidación de los 

substratos y la producción de ATP. En esta teoría se postuló que la cadena 

trasportadora de electrones mitocondrial está acoplada a la síntesis de ATP 

mediante un gradiente electroquímico de protones (∆μH+) que se genera a través 

de la membrana interna mitocondrial47. 
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Figura  5. Estructura y función de la mitocondria. El  esquema muestra los complejos (I, II, III, 
IV y V) de la cadena de transporte de electrones (CTE) además, del citocromo c (Cyc), el flujo de 
electrones a través de los complejos y la generación de ATP. La oxidación de los ácidos grasos 
(FAO) y el ciclo de Krebs generan los cofactores NADH y FADH2 necesarios para la producción de 
energía en la mitocondria y estabilizar el potencial de membrana (ᐃΨm -180 a -200mV). ). ΔΨm es 
también modulado por las proteínas desacoplantes (UCPs). Los acarreadores de fosfosfatos, 
incluye a la adenina nucleótido translocasa (ANT) que regula los niveles de fosfato. La captación 
de sustratos esta mediada por proteínas que se localizan en la membrana interna mitocondrial 
(IMM).  Por ejemplo, la carnitina palmitoil transferasa (CPT) y piruvato deshidrogenasa (PDH). El 
ADN mitocondrial (mtDNA) codifica proteínas mitocondriales específicas y proteínas citosólicas 
producidos por el ADN nuclear (n) son trasladadas a la mitocondria a través del translocador de la 
membrana externa (TOM) y la membrana mitocondrial interna (IMM). Esquema modificado de 
Camara A, et al. 2010.44 

La fuente directa de energía para la síntesis de ATP es el gradiente electroquímico 

de protones (Δμ) generado por la transferencia de electrones que se lleva a cabo a 

través de los complejos de la cadena respiratoria en la mitocondria. La cadena de 

transporte de electrones es una estructura multi-proteica que consta de 5 

complejos transportadores de electrones, el complejo I (NADH-CoQ 

oxidoreductasa), complejo II (Succinato-CoQ oxidoreductasa), complejo III 

(complejo bc1; ubiquinol: citocromo c oxidoreductasa), complejo IV (citocromo c 

oxidasa) y por último el complejo V (ATP sintasa) 48. 

La energía de este gradiente se utilizará para producir ATP en la ATPasa o F1F0-

ATPasa mitocondrial o para el transporte de iones y metabolitos a través de la 

membrana interna mitocondrial. En estado estacionario el bombeo de protones 

tiene que estar compensado con la reentrada de estos en la matriz. Como la 
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principal vía de reentrada de los protones es la ATPasa, se puede decir que el 

flujo de protones se encuentra acoplado a la síntesis de ATP, y por tanto, la 

velocidad de respiración depende fundamentalmente de la demanda de ATP en la 

célula. 

La F1F0-ATPasa está formada por 2 dominios: un dominio hidrosoluble F1, formado 

por 5 subunidades (α3, β3, γ, δ y ε), las subunidades α y β contienen los sitios de 

fijación de los nucleótidos de adenina, además posee tres sitios catalíticos 

ubicados en las 3 subunidades (ββ) con una subunidad adyacente en donde 

ocurre la síntesis de ATP y la reacción de hidrólisis. El dominio membranoso Fo 

(ab2c10-14) es un oligómero de subunidades c que giran cuando se produce el paso 

de protones del espacio intermembranal hacia la matriz (Figura 6)49,50
. 

 

 

Figura  6. Fosforilación oxidativa. Los acarreadores de electrones están organizados en  4 
complejos en la membrana interna mitocondrial. En el complejo 1, cataliza la entrada de electrones 
desde el NADH; el complejo II, transfiere los electrones a la coenzima Q reduciendo al ubiquinol; 
en el complejo III se cataliza la transferencia de electrones del ubiquinol al citocromo C; el complejo 
IV recibe los electrones procedentes del citocromo y los transfiere al O2 convirtiéndolo en H2O. La 
transferencia de electrones en el complejo I, III y IV, están asociados con una disminución de 
energía libre, que es usada para bombear protones desde la matriz hacia el espacio 
intermembranal. El gradiente electroquímico  es aprovechado por el complejo V, ATP sintasa que 
sintetiza  ATP a partir de ADP.49 
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4.9 El desacoplamiento mitocondrial 
El desacoplamiento mitocondrial es consecuencia de la actividad de una proteína 

de la membrana interna, perteneciente a la superfamilia de acarreadores 

mitocondriales, la proteína desacoplante mitocondrial51. Estas proteínas han sido 

descritas como una familia de cinco miembros en los mamíferos con un peso 

molecular que oscila entre 31 - 34 KDa 
52

. Su función radica en regular el potencial 

transmembranal (ΔΨ), creado por la translocación de protones durante la actividad 

de la cadena respiratoria, esto se logra desacoplando la conexión entre la cadena 

de transporte de electrones y la síntesis de ATP, lo que disminuye la eficiencia de 

la síntesis de ATP53. 

Los genes que codifican a las UCPs están ampliamente distribuidos, no solo en 

mamíferos, sino también en plantas y protozoarios54, esta amplia distribución 

sugiere que el proceso de desacoplamiento pudiera ser parte de una estrategia 

para mantener la homeostasis energética y oxidativa celular. El mecanismo de 

desacoplamiento regulado por las UCPs puede tener varias funciones biológicas, 

dentro de las cuales encontramos la termogénesis, la regulación de energía 

excedente, el mantenimiento del equilibrio redox cuando hay exceso de NADPH, o 

la reducción en la producción de especies reactivas de oxígeno generadas por la 

mitocondria55. 

4.10 Distribución de las proteínas desacoplantes (UCPs)  
En el humano se encuentran cinco isoformas de UCP que están distribuidas en 

diferentes tejidos: la UCP1 se expresa tanto en adipocitos blancos, caracterizados 

por tener una sola vesícula de grasa que ocupa casi todo el volumen celular, y 

los  adipocitos marrones que  se diferencian de los adipocitos blancos en poseer 

una menor cantidad de grasa presentando un mayor número de vesículas y 

además  un gran número de mitocondrias, ambos se encuentran en el tejido 

adiposo marrón (TAB) que tiene como principal función generar calor mediante 

un  proceso  llamado termogénesis.40 La segunda proteína descrita 

fue  UCP2,  esta se  distribuye en varios tejidos, que incluyen el bazo, los riñones, 

el sistema inmunológico, páncreas, y el sistema nervioso central, la UCP3 está 
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principalmente en el músculo esquelético y por último la UCP4 y UCP5 (BCP1) se 

expresan exclusivamente en el cerebro41  

4.11 Las especies reactivas de oxígeno 
Las especies reactivas de oxígeno (EROs) son moléculas importantes encargadas 

de regular un gran número de procesos fisiológicos y patológicos en la célula. Sin 

embargo, existe mucha evidencia acerca de la sobreproducción de EROs en la 

célula, está involucrada con el desarrollo de varias enfermedades como el 

Parkinson56, el Alzheimer 57, desórdenes bipolares 58
 y la mayoría de las 

enfermedades cardiovasculares59. Muchos estudios en modelos experimentales y 

reportes clínicos muestran una relación entre la sobreproducción de EROs en la 

pared vascular y el desarrollo de aterosclerosis y daño cardiaco60. 

Las especies reactivas de oxígeno son moléculas pequeñas derivadas de oxígeno, 

que incluye radicales libres por ejemplo el radical hidroxilo (OH−), anión superóxido 

(O2
−), peroxilo (RO2

•) y alcoxilo (RO•) y algunos compuestos que no son radicales 

libres como ozono (O3), ion hipoclorito (OCl-), y peróxido de hidrógeno (H2O2). En 

general existen dos caminos para la eliminación de radicales libres, el primero, 

involucra la administración de antioxidantes, y el segundo, involucra la regulación 

mediada por enzimas como superoxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa 

(GPX) y catalasa.  

SOD es un homodímero que cataliza la dismutación de superóxido en oxígeno y 

peróxido de hidrógeno. Existen tres tipos de isoformas de SOD en eucariontes, la 

Mn-SOD que se encuentra en el espacio intermembranal de la mitocondria. La 

Cu/Zn- SOD que es una proteína citosólica y la Fe-SOD que es una proteína 

extracelular.61
. 

Las principales fuentes de producción de EROs en la célula incluyen enzimas 

redox como la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa, la lipooxigenasa y las 

ciclooxigenasas, es importante notar que estas enzimas están en constante 

interacción unas con otras (Figura 7). La mitocondria es una de las fuentes 

importantes de la producción de EROs, como resultado del subproducto del 

metabolismo aerobio, por lo que altos niveles provoca estrés celular esto 
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contribuye a una serie de condiciones patológicas por ejemplo daño por 

isquemia/reperfusión, enfermedades neurodegenerativas, aterosclerosis, entre 

otras62. 

Los principales sitios de producción del radical superóxido en la cadena de 

transporte de electrones son el complejo I (sitios IQ y IF) y complejo III (sitio IIIQo), 

varios estudios previos han reportado que la mayor producción de superóxido es 

predominante en el extremo de la matriz mitocondrial para el complejo I, mientras 

que en el complejo III la producción se da tanto en la matriz y en el espacio 

intermembranal63
. 

 

 

 

 

Figura 7.Producción de especies reactivas de oxígeno. La formación del radical superóxido 
ocurre, cuando el oxígeno acepta un electrón, reacción que se lleva a cabo en los complejos I y III 
de la cadena de transporte de electrones y por las enzimas NADPH oxidasa y xantina oxidasa 
(XO).El peróxido de hidrógeno es formado por la enzima superóxido dismutasa (SOD); y es 
neutralizado por la enzima catalasa (CAT) que lo transforma en una molécula de agua y una 
molécula de oxígeno. La formación del radical hidroxilo se lleva a cabo por la reacción de Haber-
Weiss entre el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno catalizada por un metal de transición. 
Esquema modificado de Shaerzadeh, et al. 201164 

4.12 Producción de EROs en el complejo I 
El complejo I posee centros redox, flavin mononucleótido (FMN), que contienen la 

actividad catalítica de NADH deshidrogenasa; coenzima Q y ocho centros Fe-S 
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(N1a, N1b, N2, N3, N4, N5, N6a y N6b). La transferencia de electrones 

intermolecular a través de los centros redox del complejo I sigue una secuencia 

inicial desde NADH hasta el aceptor final la coenzima Q 65. 

En el Complejo I el superóxido es formado por dos sitios, el centro IF y centro IQ. 

En el centro IF se forma el superóxido por la transferencia de un electrón desde el 

FMNH2 al oxígeno (O2), el segundo mecanismo ocurre en el dominio de unión a la 

ubiquinona, cuando se realiza transporte inverso de electrones desde QH2  a 

NAD+ 
 
66. 

4.13 Producción de EROs en el complejo III 
La generación de superóxido en el complejo III se lleva a cabo a través del ciclo Q, 

el cual acopla la transferencia de electrones de la ubiquinona al citocromo c con la 

translocación de protones para la síntesis de ATP. El ciclo inicia cuando los 

electrones transportados por el complejo I o II son cedidos a la ubiquinona (Q), 

reduciéndose a ubiquinol (QH2), el cual interacciona con el centro Qo del Complejo 

III, próximo al espacio intermembranal, el ubiquinol cede un electrón a la Ferro-

Sulfo Proteína de Rieske, transformándose en semiquinona inestable (Qo
.-). Ese 

electrón pasa a un citocromo c1, y al citocromo c, para trasportarse finalmente al 

complejo IV. El electrón de la semiquinona unida al sitio Qo es cedido al citocromo 

b en donde pasa por dos grupos hemo bL y bH  y deahí al sitio Qi próximo a la 

matriz mitocondrial, donde se encuentra una quinona, quien recibe el electrón 

formán una semiquinona estable (Qi .-) 
67. 

Se han sugerido 2 sitios en los cuales se puede generar el superóxido dentro del 

mecanismo del ciclo Q, en los cuales se encuentran electrones desapareados y 

oxígeno. Uno de ellos es cuando la ubiquinona (Qi) recibe el electrón del citocromo 

bH y forma la semiquinona, un estado intermedio antes de formar el ubiquinol. En 

el otro sitio el ubiquinol (Qo) pierde los protones y cede los electrones al citocromo 

bL, en este punto se vuelve a formar una semiquinona que puede llevar un 

electrón desapareado y, en contacto con el oxígeno, se forma un radical 

superóxido68
. 
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5 Planteamiento de problema 
Las estatinas como inhibidores de la HMG-CoA reductasa forman parte de los 

tratamientos utilizados comúnmente en la clínica para un gran número de 

pacientes, con el objetivo de controlar los niveles altos de colesterol en el cuerpo 

y disminuir los problemas generados por esta condición en el organismo. Además 

de su función primaria, el efecto de las estatinas se extiende más allá de la 

regulación lipídica, presentan efectos secundarios benignos denominados 

pleiotrópicos, incluyen la mejora en la función endotelial, el aumento en la 

disponibilidad del óxido nítrico; tienen función antioxidante y antiinflamatoria;  

participan en la inmuno regulación; en la estabilización de placas ateroscleróticas, 

y su participación en la inhibición de la hipertrofia cardíaca. 

Aunque ningún mecanismo explica por completo las múltiples ventajas ejercidas 

por las estatinas, la evidencia emergente sugiere en algunos modelos 

degenerativos cerebrales y en lesiones, que el deterioro mitocondrial puede estar 

desempeñando un papel importante en el desarrollo de estos problemas. Sin 

embargo, una evidencia que apoye la influencia de las estatinas sobre las 

proteínas mitocondriales aún no se tiene de manera clara. La disfunción 

mitocondrial puede aumentar la producción de radicales libres de oxígeno, que a 

su vez deja las células sensibles por la falta de la energía, desencadenando 

problemas tan graves como la apoptosis que podría resultar fatal para la célula.   

Por tal motivo se plantea  la siguiente pregunta de investigación:  

¿Cuál será el efecto de la simvastatina sobre la proteína desacoplante tipo dos y 

su regulación en la formación de especies reactivas de oxígeno a nivel 

mitocondrial? 
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6 Hipótesis 
Dadas las evidencias científicas que demuestran que la simvastatina inhibe la 

actividad de la HMG-CoA reductasa induciendo la disminución de los derivados 

isoprenoides utilizados en la modificación postraduccional proteica, lo cual 

desencadena una cascada de señalización dependiente de la inhibición de las 

GTPasas pequeñas, suponemos que la administración de simvastatina  tendrá 

como consecuencia la regulación positiva de proteínas mitocondriales implicadas 

en la regulación de los niveles de radicales libres en la célula como son la UCP2, 

SOD2 y catalasa.  
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7 Objetivos 

7.1 Objetivo general 
• Evaluar el efecto de la simvastatina sobre la formación de especies reactivas 

a oxígeno a nivel mitocondrial en las células endoteliales de aorta de cerdo 

(PAE). 

7.2 Objetivos particulares 
 
• Analizar el efecto de diferentes concentraciones de simvastatina sobre la 

proteína desacoplante mitocondrial (UCP2) además del efecto en las 

proteínas  superóxido dismutasa (SOD2) y catalasa mitocondrial, por western 

blot. 

• Determinar la producción a nivel celular y mitocondrial de especies reactivas 

por citometría de flujo, usando el colorante fluorogénico MitoSox Red, 

cuando se somete a las células a diferentes concentraciones de 

simvastatina. 

• Determinar qué efecto tiene la simvastatina a diferentes concentraciones, 

sobre la actividad de la enzima catalasa. 

• Determinar el efecto de la simvastatina en la producción de radicales libres, 

en células sometidas a estrés oxidativo con H2O2, utilizando el colorante 2,7 

diclorofluoresceína-diacetato (DCFH-DA), mediante la técnica de 

fluorescencia. 
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8 Materiales y Métodos 

8.1 Material Químico.  
Se utilizó el medio Hams F12 (Biowest, Texas, USA), suplementado con una 

solución de antibióticos estreptomicina/penicilina al 1%, (Life Technologies, Grand 

Island, NY) y suero fetal bovino al 10% (SFB) (Thermo scientific, Logan, Utah, 

USA.). Se utilizó una solución de tripsina-EDTA (0.25%), rojo de feno (Gibco, 

USA).  

La simvastatina, el dimetil sulfóxido (DMSO), el desoxicolato de sodio (DOC), el 2-

mercaptoetanol, la 2´7´diclorofluoresceina diacetato (DCFDA), la N-etil-maleimida 

(NEM), el fenil-metano-sulfonil fluoruro (PMSF), la aprotinina, la leupeptina, el Tris, 

el TEMED, el stock de catalasa de hígado de bovino( 2,000-5,000 unidades/mg 

proteína), FeCl3, K4Fe(CN)6 3H2O y el NaCl, fueron de Sigma Aldrich (St. Louis 

MO). El reactivo de Bradford, el marcador de peso molecular, el persulfato de 

amonio (APS) y el dodecil sulfato de sodio (SDS) fueron de Bio-Rad (California 

USA). La acrilamida y bis-acrilamida fueron de IBI Scientific. La leche fue Svelty 

libre de grasa de Nestle (Vevey Suiza). El Kit de quimioluminiscencia fue de 

Millipore (Temechula, CA). Los anticuerpos anti-VDAC, Anti-UCP2, Anti-SOD y 

anti-Catalasa fueron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Los 

anticuerpos secundarios con HRP fueron de Jackson Immunoresearch 

Laboratories, Inc. (West Grove, PA). Los colorantes fluorogénicos MitoSox™ Red 

y CellRox Green fueron de Life Technologies (Grand Island, NY). 

8.2 Cultivo celular 
Se utilizó la línea celular de aorta de cerdo (PAE). Proporcionada por el Dr. A. 

Sorkin (Universidad de Pittsburg). Se incubó la línea celular en condiciones de 

37ºC, 5% de CO2 y 95% de humedad en medio de cultivo Ham F-12 suplementado 

con suero fetal bovino y antibióticos. Las células fueron cultivadas en diferentes 

cajas de cultivo T25 y cajas Petri de 150 mm hasta llegar al 90% de confluencia. 

8.3 Tratamiento con simvastatina 
Cuando las células PAE alcanzaron un 50% de confluencia, se les administraron 

diferentes concentraciones de simvastatina, 0.0 μM, 0.1 µM, 0.5 µM, 1.0 µM, 2.5 

µM, 5 µM, 7.5 µM y 10 µM y se dejaron incubar  con este fármaco durante 24 
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horas hasta alcanzar un 90 a 100% de confluencia. Las dosis de simvastatina 

(0.1–10 μM) utilizadas en este estudio están relacionadas con los niveles 

sanguíneos de simvastatina existentes en aquellos pacientes (peso de 70 kg y con 

un volumen de sangre de 5L) que ingieren dosis que van de 10 a 80 mg del 

fármaco69. 

8.4 Extracción de proteína total de los cultivos 
Después de 24 horas de tratamiento con la estatina, se retiró el medio F12 a las 

células, se lavaron dos veces con buffer de fosfatos pH 7.4.  A partir de aquí todo 

el proceso se llevó a cabo a 4ºC. Se les agregó un buffer de lisis modificado de 

RIPA70 constituido por 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 100 mM NaCl, 15 mM 

Imidazol, 10% Glicerol, 1% Triton-X100, pH=8.0; 2.5 mM PMSF, 10 ng aprotinina, 

10 ng leupeptina, 1.25 mg/1 ml N-etilmaleimida, 7 mg/1 ml desoxicolato de sodio; y 

se dejó incubando durante 10 min en hielo. Se levantaron las células por raspado. 

Posterior al raspado, el lisado celular se colectó en un tubo eppendorf previamente 

marcado y frío. Se utilizó una jeringa de 1 ml para hacer pasar el lisado celular 

varias veces a través de una aguja para asegurar la ruptura celular total y se 

colocaron los tubos en un agitador orbital a 4ºC durante 20 min. Posterior a la 

agitación, se centrifugó a 14000 rpm durante 10 min. a 4ºC, se recuperó el 

sobrenadante que contenía la proteína total y se determinó la concentración de 

proteína por el método de Bradford. 

Después de incubar las células durante 24 horas en las condiciones arriba 

mencionadas, se retiró el medio de cultivo de cada caja y se lavaron dos veces 

con buffer de fosfatos pH 7.4, posteriormente se despegaron las células de la caja 

con tripsina -EDTA (0.25%), a 37°C por 3 min, después se inactivó la tripsina con 

medio F12. El siguiente paso fue centrifugar la suspensión celular a 1200 rpm por 

3 minutos, pasado el tiempo de centrifugación se retiró el sobrenadante y se 

suspendió el paquete con PBS IX para quitar el medio completamente, después se 

centrifugó a 900 rpm por 5 min. A partir de aquí todo el proceso se llevó a cabo a 

4ºC.Se adiciono 100µL  del buffer de lisis modificado de RIPA constituido por 25 

mM HEPES, 10 mM EGTA, 100 mM NaCl, 15 mM Imidazol, 10% Glicerol, , 

pH=8.0; 2.5 mM PMSF, 10 ng aprotinina, 10 ng leupeptina, 1.25 mg/1 ml N-
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etilmaleimida; Se utilizó una jeringa de 1ml para hacer pasar el lisado celular 

varias veces a través de una aguja para asegurar la ruptura celular total y se 

colocaron los tubos en un agitador orbital a 4ºC durante 20 min. Posterior a la 

agitación, se centrifugó a 14000 rpm durante 10 min a 4ºC 

8.5 Determinación de proteína 
La cuantificación de proteína se llevó a cabo por el método de Bradford (Bradford 

MM.1976). Este método se lleva a cabo midiendo la absorbancia a 595 nm en un 

espectrofotómetro (Eppendorf). En el cuadro se muestra el mecanismo de 

determinación. 

 Cuadro 2. Método de cuantificación de proteína 

 
Tubo 

Albúmina 
[1 mg/mL] 

(mL) 

Muestras 
(mL) 

H2O 
(mL) 

Reactivo Bradford 
(mL) 

Buffer de 
Lisis 
(mL) 

1 0.0 ----------- 800 200 2.0 

2 2.5 ----------- 800 200 2.0 

3 5.0 ----------- 800 200 2.0 

4 7.5 ----------- 800 200 2.0 

5 10 ----------- 800 200 2.0 

6 ----------- 2.0 800 200 ----------- 

El tubo 1 es el blanco, los tubos 2 a 5 corresponden a la curva patrón de albúmina y del tubo 
6 en adelante se agregaron los lisados celulares. Siempre se utilizó una alícuota de 
albúmina nueva 

8.6 Separación de proteínas por SDS- PAGE 
Para la determinación de las proteínas catalasa, SOD1, SOD2 y α-actina, se 

utilizaron 50 μg de proteína total, separada mediante electroforesis, de acuerdo al 

método de Laemmeli71, se adiciono buffer de carga (4% SDS, 0.125 M Tris-HC 

(pH 6.8), glicerol 20% v/v, 0.02 g azul de bromofenol y 0.2% 2- mercaptoetanol) a 

las muestras a una concentración final de 1X, con respecto al volumen de 

muestra, previamente calculado por espectrofotometría. Posteriormente se 

mezclaron las muestras contenidas en tubos eppendor de 0.5 ml y se incubaron a 

100°C por 5 minutos. Las proteínas desnaturalizadas incluyendo los estándares de 

peso molecular se cargaron en un gel de electroforesis en diferentes carriles. El 
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gel de electroforesis está formado por un gel separador a una concentración del 

12% o al 15%  dependiendo del tamaño de la proteína a detectar, y un gel 

concentrador al 4% (Cuadro 3). Finalmente se hizo pasar un voltaje de 40 Volts 

durante 15 min, para concentrar la muestra y después se aumentó el voltaje a 100 

Volts durante 2.5 horas aproximadamente.  

Cuadro 3. Composición del gel separador y concentrador 

Reactivos Gel separador Reactivos 
Gel 

Concentrador 
40% 

Reactivos 12% 15%   
Acrilamida / Bis- 
acrilamida (40%) 3.0 mL 3.75 mL Bis/Acrilamida 40% 400 μL 

Tris 1.5M, 
(pH=8.8) 2.5 mL 2.5 mL Tris 1.5M, (pH=6.8) 300 μL 

H2O milli Q 4.35 mL 3.6 mL H2O milli Q 2.4mL 
SDS 10% 100 μL 100 μL SDS 10% 50 μL 
Persulfato de 
amonio( APS) 
10% 

50 μL 50 μL Persulfato de amonio( APS) 
10% 21μL 

TEMED 100% 6 μL 6 μL TEMED 100% 5 μL 
Se realizaron cálculos para un volumen de 10 mL del gel separador y para un volumen de 4 
mL del gel concentrador, los vidrios con espaciador de 1.5 mm de espesor  
 

8.7 Transferencia y bloqueo de membranas 
Posterior a la electroforesis, las proteínas separadas fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa utilizando el método descrito por Towbin72. La 

transferencia se llevó a cabo utilizando una cámara húmeda (Bio-Rad 

Laboratories, Inc.) con buffer de transferencia (25 mM Trisma base, 195 mM 

Glicina, 10% Metanol, pH 8.3), las condiciones de transferencia cambiaron de 

acuerdo al tamaño de la proteína a detectar, y se realizó con agitación constante y 

a 4 ºC. 

Después de la transferencia, las membranas fueron bloqueadas con una solución 

de TBS-Tween (20 mM Trisma base, 150 mM NaCl, pH 7.5, 0.1% Tween-20) más 

5% de leche libre de grasa (Svelty) y se incubaron durante 1 hora a temperatura 

ambiente. 
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8.8 Incubación con anticuerpos 
Después del bloqueo, las membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween por 5 

min, la identificación de las proteínas se llevó a cabo incubando con anticuerpos 

primarios específicos a cada membrana por 24 horas a 4°C. Posterior a la 

incubación, se lavaron las membranas 3 veces durante 10 minutos con TBS-

Tween y se incubaron con el anticuerpo secundario, dilución 1:10000, unido a 

peroxidasa diluido en TBS-Tween (Cuadro 4). 

 Cuadro 4. Anticuerpos primarios 

Anticuerpo Isótipo Tipo Dilución 

Ac--actina Mouse IgG Monoclonal 1:1000 

Ac-SOD 1 Goat IgG Policlonal 1:1000 

Ac-SOD 2 Goat IgG Policlonal 1:1000 

Ac-Catalasa Rabbit IgG Policlonal 1:1000 

Se muestra los anticuerpos (Ac) primarios utilizados, así como su dilución 1:1000 en TBS-T, 
además la forma en que se obtuvieron los Ac (policlonal y monoclonal).  
 

8.9 Revelado de las membranas 
La detección se llevó a cabo utilizando el Kit de quimioluminiscencia Millipore ECL 

Reagent (Merck Millipore, CO), en una relación 1:1 y exponiendo durante 2 min la 

membrana con los sustratos quimioluminiscentes. La membrana se colocó en un 

plástico protector de hojas transparentes y se procedió a exponer films de rayos X 

azules (Phoenix Research Products) con la membrana en un cuarto oscuro a 

diferentes tiempos hasta obtener la mejor imagen, después de revelar, lavar y fijar 

el film. 

8.10 Ensayo de la actividad de catalasa 
La detección la actividad de la catalasa se llevó a cabo siguiendo la reducción del 

peróxido de hidrogeno. En este ensayo se utilizaron 50 µg de proteína total, 

separadas por tamaño y carga mediante electroforesis nativa. Primero se adiciono 

buffer de carga 1X (0.125 M Tris-HC (pH 6.8), glicerol 20% v/v, 0.02 azul de 

bromo-fenol) a las proteínas. Se cargaron las proteínas en un gel de electroforesis 

nativo al 10 %, incluyendo un control positivo de enzima catalasa (1ng/μL). Se le 
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aplicó un voltaje de 80 Volts durante 1 hora, para concentrar la muestra y después 

se aumentó el voltaje a 140 Volts durante dos horas y media aproximadamente 

para separar las proteínas. Al finalizar la electroforesis el gel se colocó en un 

recipiente y se realizaron tres lavados con agua destilada por 5 min. Para el 

revelado el gel se incubo previamente con una solución de peróxido de hidrogeno 

(0.015%) a temperatura ambiente y con agitación, inmediatamente después se 

utilizó una solución de revelado (ferrocianuro de potasio y cloruro férrico al 1%) 

hasta que se observaron las bandas en el gel, por último se inactivo esta reacción 

utilizando agua, el gel obtenido se analizó por densitometría usando el Software 

Image J (NIH). 
8.11 Producción de EROs por fluorescencia 
Con el fin de detectar la producción de EROs de la línea celular PAE se utilizó el 

colorante diacetato de 2´,7´-diclorofluoresceina (DCFH-DA), debido a su 

capacidad de difundir  libremente a través de la membrana plasmática, el DCF-DA 

es desesterificado en el citosol por esterasas inespecíficas, generando un 

compuesto DCFH que puede ser oxidado por los radicales libres73. El colorante se 

detecta por fluorescencia a través de fuentes de excitación y filtros específicos 

(Figura 8).  

Primero, se prepararon 900µL de DCFH-DA (10µM) con DMSO. Posteriormente, 

se retiró el sobrenadante del cultivo, se lavaron las células con 500µL de PBS y se 

agregó 1µL/ pozo de DCFH-DA, se incubó a 37°C por 40 minutos. Después, 

nuevamente se lavaron dos veces las células con 500µL de PBS y se agregaron 

500µL de tripsina (1X), que se incubó durante  3 minutos a 37°C, se neutralizó la 

reacción con medio F12. Por último las células se centrifugaron a 1200rpm 

durante 3 minutos. Posteriormente, el  botón celular se resuspendió en 1mL de 

PBS de cada muestra.  

Se cuantificó el número total de células con la cámara de neubauer. El conteo de 

las células se llevó acabo en los cuatro cuadrantes para leucocitos. Se utilizó el 

volumen necesario de células para tener 100,000 células por mililitro, durante la 

determinación de la fluorescencia del DCF para cada tratamiento. Después de 
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determinar la fluorescencia inicial en cada tratamiento se adicionaron 82 mM de 

peróxido de hidrógeno, y se determinó el cambio de la velocidad de oxidación del 

DCF para cada tratamiento. Durante el proceso se utilizó un fluorómetro 

FluoroMax Series (Horiba Scientific) a una longitud de onda (λ) de excitación de 

475 nm y una λ  de emisión de 525 nm. 

 

Figura 8 Estructura molecular del DCFH-DA y su mecanismo de oxidación. En la figura se 
muestra la  estructura del compuesto  diacetato de 2,7-dichlorodihydrofluoresceina diacetato 
(DCFH-DA).Tras la disociación de los grupos de acetato del DCFH-DA se transforma en el 
compuesto  2,7-dichlorodihydro- fluoresceína (DCFH), y posterior a su oxidación 8c se convierte en 
una molécula altamente fluorescente  2',7'-diclorofluoresceína (DCF).74 
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Para determinar el efecto de los agonistas (ácido oleico y fenofibrato) y el 

antagonista (BADGE) de PPARs sobre los niveles de radicales libres, la línea 

celular PAE se cultivó en 4 condiciones que se muestra en el cuadro 5, durante 

24horas, pasado este tiempo se despegaron de las placas de 6 pozos de la 

siguiente manera. Primero se retiró el medio de cultivo de cada pozo, después; se 

adiciono 500µL de  PBS para retirar el exceso de medio F12, posteriormente se 

añadieron 500 µL de tripsina 1X a las células y se incubaron durante 3 min a 37°C. 

Pasado este tiempo se inactivó la tripsina con 500 µL de medio F12 suplementado 

con suero fetal bovino y antibióticos. La suspensión celular obtenida se centrifugó 

a 900rpm por 5 minutos. Por último las células provenientes de cada una de las 4 

condiciones se determinaron la velocidad de oxidación del colorante DCFH-DA por 

la técnica de fluorescencia, descrito anteriormente. 

Cuadro 5 Condiciones de cultivo 

Condición 
 

Concentración final  

Simvastatina  
 

0.1, 2.5, 1.0µM 

Ácido oleico  
 

20,40,60,80,100µM 

Fenofibrato 
 

50,100, 200 µM 

BADGE 
 

50,100,200 µM 

 Para determinar el efecto del  ácido oleico, se seleccionaron dos concentraciones de  simvastatina 
0.1 y 2.5µM. De la misma forma para determinar el efecto del  Fenofibrato y BADGE, se incubaron 
las células con 1µM de simvastatina. 
 
8.12  Detección de especies reactivas de oxígeno por citometría de flujo 
La técnica de citometría de flujo es un método de medición de la dispersión de la 

luz y  la fluorescencia que poseen las células o partículas suspendidas en líquido 

conforme se las hace pasar a través de una fuente de luz, permitiendo medir 

múltiples parámetros celulares como, el tamaño, forma, complejidad  y cualquier 

componente celular o función que pueda ser marcada con un fluorocromo (Figura 

9)75 
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Figura 9. Esquema detección por citometría de flujo. En el momento de realizar las mediciones 
en el citómetro de flujo, las células en suspensión pasan en forma lineal, frente a un láser mediante 
un flujo continuo, cada célula, a la vez dispersa la luz, emite fluorescencia como consecuencia de 
la excitación del láser. Posteriormente el sistema electrónico se encarga de la cuantificación de los 
destellos de fluorescencia  y de la luz dispersada y bajo el control del ordenador se encarga de 
amplificar la señal permitiendo almacenar los datos. Los datos generados se pueden representar 
en forma de histograma o en gráficos de puntos (Dot plot).Esquema modificado de Verschoor C, 
2015. 75 

Para la determinación de EROs por citometria de flujo se utilizaron dos colorantes 

fluorescentes MitoSox Red76 y CellRox Green77 (Life Technologies Grand Island, 

NY). Ambos indicadores son agentes que tienen la capacidad de difundir  a través 

de la  célula que en presencia de radicales libres se oxidan y emiten una fuerte 

señal fluorogénica. El colorante Mito Sox Red es un fluoroforo que se acumula 

específicamente en la mitocondria por lo tanto cualquier cambio en la señal 

emitida por esta molécula, es directamente relacionada con la actividad 

mitocondrial en relación a la producción de anión superóxido (Figura 10). 

Primero se prepararon 900µL de MitoSox Red (5µM) y CellRox Green (5µM) 

respectivamente. Posteriormente se retiró el sobrenadante de los cultivos, se 

lavaron las células con 500µL de PBS y se agregó 1µL /pozo de MitoSox Red para 

detectar el superóxido, se incubó a 37°C durante 10 minutos. Con respecto al 

colorante CellRox Green para la detección de peróxido de hidrógeno, se incubó a 

37°C durante 40 minutos. Después, nuevamente se lavaron las células con 500µL  

de PBS para retirar el exceso de los colorantes. Posteriormente las células fueron 

incubadas a 37°C por 3 minutos con tripsina (1X) para despegarlas de la caja de 

cultivo y la tripsina se inactivó con medio F12, la suspensión celular se centrifugó a 

900 rpm durante 5 minutos. Se desechó el sobrenadante y se realizó un lavado 
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con 1 mL de PBS al botón celular, después se centrifugó a 900 rpm por 5 minutos, 

terminado el tiempo de centrifugación se decantó el sobrenadante y se 

resuspendió en 500 µL  en tubos para citometría de flujo previamente etiquetados 

y envueltos en papel aluminio. Finalmente las muestras se adquirieron en el 

Citómetro de Flujo FACScan (Becton Dickinson Co. California USA), se les hizo 

pasar por el detector laser del equipo en una relación de 3,000 células por 

tratamiento y la señal fue registrada utilizando el programa de captura Modift 

(Becton Dickinson Facscalibur). 

 

 

Figura 10 . Estructuras moleculares  de MitoSox Red y CellRox Green en su forma reducida 
y oxidada. 

8.13 Análisis Estadístico 
El análisis estadístico para las diferentes condiciones experimentales se calculó 

mediante la prueba de ANOVA  para grupos  paramétricos. Se utilizó el programa 

Sigma Plot 11.0, Jandel Corporation, para el análisis estadístico. Los resultados 

numéricos representan la media ± Error Estándar. Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando p < 0.05. 
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9 Resultados 

9.1 Efecto de la simvastatina sobre la expresión de la proteína UCP2 
En resultados obtenidos en el laboratorio se había demostrado que la simvastatina 

posiblemente tiene un efecto sobre la expresión de las proteínas desacoplantes. 

Debido a esto, se determinaron los niveles de expresión de UCP2 en la línea 

celular PAE en diferentes concentraciones de simvastatina. En la Figura 11 se 

observa una imagen representativa de Western Blot donde se muestra que al 

utilizar 0.1, 0.5, 1.0 y 2.5 M de simvastatina hay un aumento en la expresión de 

UCP2. El análisis densitométrico corrobora lo observado en la imagen, y 

demuestra que el aumento es significativo, con p <0.05 en las concentraciones  

0.5, 1.0 y 2.5µM de simvastatina, observándose un pico máximo de expresión a 

0.5 M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

Figura  11. Expresión de la proteína UCP2 en la línea celular PAE en a diferentes 
concentraciones de simvastatina. En la figura se muestra la imagen de un Wester Blot, donde se 
observa la expresión de la proteína UCP2 después de incubar con el anticuerpo monoclonal anti-
UCP2, dilución 1:1000; el gráfico muestra el efecto final del tratamiento expresado en unidades de 
densidad relativa y comparado con la proteína α-actina utilizada como control de carga. La 
densidad relativa se obtuvo utilizando programa Image J (NIH). En cada columna se muestra la 
Media ± ES. *, ANOVA, p = < 0.05, n = 3, comparados con las células tratadas con DMSO, 0.0 µM 
simvastatina.   

* * * 
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9.2 Oxidación del DCF en presencia de peróxido de hidrógeno a diferentes 
concentraciones de simvastatina 

Para establecer el efecto protector de la simvastatina en contra del estrés 

oxidativo, posiblemente ligado a la activación de UCP2. Se determinó la velocidad 

de oxidación del DCF en las diferentes concentraciones de simvastatina (Figura 

12).  Se observó que tras agregar peróxido de hidrógeno, la velocidad de 

oxidación del DCF disminuyó de manera significativa (p< 0.05), en las 

concentraciones 0.5 y 1.0µM de simvastatina. Lo cual coincide con el aumento 

observado sobre la expresión de UCP2 (Figura 11).  

 

Figura 12.  Efecto de la simvastatina sobre la velocidad de oxidación del DCF. Se determinó 
la velocidad de oxidación del DCF después de agregar 82 mM de H2O2 por fluorescencia, en cada 
experimento se utilizaron 100,000 células que se leyeron a 475 nm de excitación y 525 nm de 
emisión. En el grafico se muestra los datos expresados como la Media ± ES; n = 3, *, p < 0.05, 
ANOVA, comparado con el experimento control. 

9.3 Efecto de los agonistas y antagonistas de PPARs en los niveles de 
radicales libres a diferentes concentraciones de simvastatina 

Uno de los mecanismos de regulación de la expresión de la proteína desacoplante 

UCP2 es a través de los factores de transcripción conocidos como PPARs. Los 

PPARs son regulados por agonistas naturales y artificiales, como son los ácidos 

grasos polIinsaturados y los fibratos. De tal manera, que una forma indirecta de 
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determinar si la proteína UCP2 pudiera estar participando en la regulación de los 

niveles de radicales libres en presencia de simvastatina es utilizando agonistas o 

antagonistas de PPARs.  

Para tal efecto, se utilizó en un primer experimento, al ácido oleico como agonista 

natural, en dos concentraciones de simvastatina, 0.1 µM (Figura 13a), donde el 

efecto sobre la disminución de la producción de radicales libres era muy marcada, 

y 2.5 µM de simvastatina (Figura 13b), donde el efecto sobre la síntesis de 

radicales libres  va disminuyendo; y determinamos la velocidad de oxidación del 

DCF después de someter a estrés oxidativo (H2O2) las células. 

 En la Figura 13a, a 0.1µM de simvastatina se observó que la velocidad de 

oxidación del DCF se mantiene prácticamente estable sin importar la 

concentración de ácido oleico utilizada. Mientras que cuando la concentración  de 

simvastatina de 2.5 µM, el aumento de la concentración de ácido oleico (100µM) 

provocó un aumento significativo (p < 0.5) en la velocidad de oxidación del DCF. 

Por otra parte se observa que al utilizar 2.5µM de simvastatina el ácido oleico 

también tiene un efecto citotóxico en la célula a altas concentraciones (Figura 

13b), efecto que no se observa al emplear 0.1 µM de simvastatina (Figura 13a).   
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Figura  13.  Efecto del ácido oleico sobre la velocidad de oxidación del DCF a dos 
concentraciones diferentes de simvastatina. Determinación de la velocidad de oxidación del 
DCF a diferentes concentraciones de ácido oleico después de agregar 82 mM de H2O2. Se 
utilizaron 100,000 células por experimento, se leyeron a las longitudes de onda de excitación 475 
nm y emisión 525 nm. a, células incubadas con 0.1 µM de simvastatina; b, células incubadas con 
2.5 µM de simvastatina. En el grafico se muestra los datos expresados como la Media ± ES; n = 3, 
*, p < 0.05, ANOVA, comparado con el experimento control. 

Del mismo modo, se utilizó el agonista fenofibrato en la determinación de la 

velocidad de oxidación del DCF, utilizando una concentración de 1 µM de 

simvastatina. En este experimento se observó que la simvastatina protege a las 

células de los radicales libres (Figura 14). Además, se observó que no existe 

a 

b 
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ningún cambio en la velocidad de oxidación del DCF en cualquier concentración 

de fenofibrato utilizada después de someter a las células a estrés oxidativo por la 

adición de H2O2 (Figura 14 a). 

 

 

 

                                      

Figura  14. Efecto del fenofibrato y el BADGE sobre la velocidad de oxidación del DCF a 1 
µM de simvastatina. a, velocidad de oxidación del DCF a diferentes concentraciones de 
Fenofibrato, después de agregar 82 mM de H2O2. b, velocidad de oxidación del DCF a diferentes 
concentraciones de BADGE, después de agregar 82 mM de H2O2. Se utilizaron 100,000 células 
por experimento, se leyeron a las longitudes de onda de excitación 475 nm y emisión 525 nm. En 
el grafico se muestra los datos expresados como la Media ± ES; n = 3, *, p < 0.05, ANOVA, 
comparado con el experimento control. 

Tras analizar el efecto de los agonistas de PPARs, (ácido oleico y el fenofibrato) 

se analizó el efecto del antagonista BADGE (Bisphenol A diglycidyl ether), 

utilizando la misma concentración de simvastatina del análisis de fenofibrato 

(Figura 14b). Observando que en las concentraciones 100 y 200µM de BADGE se 

a 

   b 
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estimuló la oxidación del DCF de manera significativa (p< 0.05), con un aumento 

en la producción de radicales libres.  

9.4 Efecto de la simvastatina sobre los niveles de expresión de SOD 
Después de observar el efecto de la simvastatina sobre los niveles de radicales 

libres y de hacer notar la importancia de la proteína desacoplante mitocondrial 

UCP2 en esta regulación. Se determinó el efecto de la simvastatina sobre la 

superóxido dismutasa  (Mn-SOD mitocondrial y la Cu/Zn-SOD citosólica). 

Se observó una tendencia de aumento en los niveles de expresión de la proteína  

Cu/Zn-SOD citosólica (SOD1) al utilizar  simvastatina en concentraciones 0.1, 0.5 y 

2.5µM con respecto al control (Figura 15 a). Además se observó un aumento 

significativo (p< 0.05) en los niveles de expresión de la enzima Mn-SOD 

mitocondrial (SOD2), en las concentraciones 0.1, 0.5, 2.5µM con respecto a su 

control (Figura 15b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Expresión de Mn-SOD mitocondrial y la Cu/Zn-SOD citosólica a diferentes 
concentraciones de simvastatina. En la Figura 12a, se muestra la expresión de la proteína 
Cu/Zn-SOD citosólica y la Figura 12b, muestra la expresión de SOD mitocondrial. El gráfico 
muestra el efecto final del tratamiento expresado en unidades de densidad relativa y comparada 
con la proteína α-actina utilizada como control de carga. La densidad relativa se obtuvo utilizando 
programa Image J (NIH). En cada columna se muestra la Media ± ES. *, ANOVA,  p = < 0.05, n = 
3, comparados con las células tratadas con DMSO, 0.0 µM simvastatina. 
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9.5 Efecto de la simvastatina sobre la expresión y actividad de la Catalasa 
Se observó un aumento en la expresión de la enzima (no significativo) bajo las 

diferentes concentraciones de simvastatina excepto en la concentración 7.5 µM 

(Figura 16 a). Por otra parte, cuando se midió la actividad de la enzima en un gel 

nativo, se observó un aumento significativo (p < 0.05) en la actividad de la enzima, 

cuando la concentración de simvastatina fue de 0.5 µM (Figura 16b). 

 

 

Figura  16.  Expresión y actividad de la catalasa a diferentes concentraciones de 
simvastatina. En la figura 13a, se muestra la expresión de la proteína catalasa después de 
incubar con el anticuerpo policlonal anti-catalasa, dilución 1:1000; y la Figura 13b, se observa la 
actividad de la catalasa obtenida en un gel nativo al 10 %, revelada por la reducción del peróxido 
de hidrógeno. Los gráficos en cada imagen muestran el efecto final del tratamiento expresado en 
unidades de densidad relativa. La densidad relativa se obtuvo utilizando programa Image J (NIH). 
En cada columna se muestra la Media ± ES. *, ANOVA,  p = < 0.05, n = 3, comparados con las 
células tratadas con DMSO, 0.0 µM simvastatina. 

9.6  Determinación de radicales libres con el fluorocromo CellRox Green a 
diferentes concentraciones de simvastatina 

Para corroborar el efecto observado con el DCF sobre la disminución de los 

niveles de radicales libres, así como, la disminución de la oxidación del DCF en la 

línea celular PAE, se midieron los radicales libres con el indicador fluorescente 

CellRox Green, que al igual que el DCF es sensible a radicales libres e ingresa 
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libremente al citosol de las células por sus características fisicoquímicas de 

hidrofobicidad.  

Durante la citometría de flujo, se observó claramente la diferencia por 

desplazamiento en la fluorescencia, entre las células que no fueron incubadas con 

indicador y las células control incubadas con CellRox Green (Figura 17a y 17b). 

Sin embargo, lo más importante es que al igual que con el DCF con CellRox 

Green también se observa una disminución en los niveles de radicales libres 

presentes en la célula, efecto que se nota por el desplazamiento hacia la izquierda 

que tienen las células tratadas con simvastatina (Figuras 17 c – i).  

9.7  Determinación de especies reactivas a oxígeno en la mitocondria con 
el fluorocromo MitoSox Red a diferentes concentraciones de 
simvastatina 

Por último se analizó si la disminución de los radicales libres causada por la 

simvastatina podría suceder a nivel mitocondrial utilizando la oxidación del 

colorante MitoSox Red (Figura 18). Observando una diferencia por 

desplazamiento de la fluorescencia hacia la derecha, entre las células no 

incubadas con indicador y las células control incubadas con MitoSox (Figura 18a y 

18b).  

Lo cual indica una disminución en los niveles de anión superóxido liberado por la 

mitocondria, Figuras 15 c – i. Estos resultados corroboran la participación de la 

mitocondria con la regulación de los niveles de radicales libres en la célula en 

presencia de simvastatina. 
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Figura 17. Determinación de radicales libres con el fluoróforo Cell Rox Green a diferentes 
concentraciones de Simvastatina. Se determinó la producción de radicales libres por citometria 
de flujo. El análisis se realizó por regiones (R1 y R2) en los  diagramas FL1/FL2 de un experimento 
representativo de la producción de EROs, donde: a, solo células, b, 0 µM simvastatina + CellRox, 
de c - I, 0.1, 0.5, 1.0. 2.5, 5.0, 7.5, 10 µM simvastatina, + CellRox. Se adquirieron 3000 eventos y 
se leyeron a las longitudes de onda de excitación (485nm) y emisión (520nm).  
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Figura 18 . Determinación de especies reactivas a oxígeno mitocondriales con el fluoróforo 
MitoSox red a diferentes concentraciones de simvastatina. Se determinó la producción de 
superóxido por citometría de flujo. El análisis se realizó por regiones (R1, R2 y R3) en los  
diagramas FL1/FL2 de un experimento representativo,  donde: a, solo células, b, 0 µM simvastatina 
+ MitoSox, de c - I, 0.1, 0.5, 1.0. 2.5, 5.0, 7.5, 10 µM simvastatina, + MitoSox.Red. Se adquirieron 
3000 eventos y se leyeron a las longitudes de onda de excitación (543nm) y emisión (580nm). 
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10 Discusión 
El primer objetivo abordado en este trabajo ha consistido en el estudio del papel 

de la simvastatina sobre la regulación de la proteína desacoplante mitocondrial 

UCP2  en las células endoteliales. Previamente en el laboratorio de Cardiología se 

trató de encontrar la vía encargada de regular la síntesis de la proteína UCP2 en 

las mismas condiciones antes mencionadas en este trabajo, y se observó que la 

GTPasa pequeña Rho está involucrada en la regulación de la síntesis de UCP2  a 

través de la regulación de los factores de transcripción PPARγ. Estos resultados 

coinciden con los obtenidos por Miyuki y cols.  Al utilizar simvastatina para activar 

a PPAR gamma mediante, la supresión de la vía de mevalonato en la línea celular 

RAW264.7.79 Estos hallazgos sugieren  que PPARγ está siendo regulado 

probablemente por una cascada de señalización que involucra a la GTPasas 

pequeña Rho la cual, a su vez, se regulan por procesos de isoprenilación. 

Posteriormente, se evaluó  la posible relación entre la simvastatina y la regulación 

del estrés oxidativo a nivel mitocondrial en la línea celular PAE, por un mecanismo 

de regulación  de UCP2. Los resultados muestran que en presencia de 

concentraciones bajas  de simvastatina se induce un aumento  significativo de los 

niveles de expresión de la proteína desacoplante  (UCP2). En este sentido Koziel y 

cols. observaron un incremento en la actividad de UCP2  en células de cordón 

umbilical (EA.hy926) después de incubarlas con altas concentraciones de glucosa 

(25Mm) 80. Aunado a lo anterior, nuestros resultados indican que la proteína 

desacoplante puede actuar como un sensor capaz de disminuir la producción de 

EROs mitocondrial en respuesta a concentraciones bajas de simvastatina.  

Por otra parte, Pienaar y cols. han identificado por medio de espectroscopía de 

masas la expresión de 24 proteínas mitocondriales totales y las diferentes 

isoformas de las proteínas UCP en neuronas tratadas con simvastatina. Además, 

identificaron que difieren significativamente (p<0.05) en abundancia relativa como 

resultado del tratamiento con simvastatina. La mayoría de estas proteínas forman 

parte de la cadena de transporte de electrones.
81 

Para corroborar la participación de PPARγ en la expresión de la proteína 

desacoplante y su función en la disminución de radicales libres, se llevaron a cabo 
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experimentos en presencia de  los agonistas de  PPAR ácido oleico (agonista 

natural), y fenofibrato (agonista sintético) así como con el antagonista sintético 

BADGE. Los resultados obtenidos después del tratamiento con simvastatina a una 

concentración  de 0.1µM, muestran que al utilizar el ácido oleico, no se observó 

ningún cambio en la velocidad de oxidación del DCF, lo mismo sucedió con 

fenofibrato.  

Por el contrario al utilizar el antagonista BADGE con 0.1 µM de simvastatina 

(efecto protector disminuido)  se observó  un aumento en la producción de 

radicales libres.  Lo que podría indicar que efectivamente la proteína PPARγ, está 

regulando la expresión de UCP2 a través de la cascada de señalización propuesta 

por nuestro equipo de trabajo esto podría por lo tanto regular la síntesis y 

liberación de radicales libres. 

Los intensos esfuerzos de investigación en las últimas décadas han demostrado 

que PPAR es uno de los principales controladores de la expresión de los genes 

que codifican para las proteínas desacoplantes mitocondriales. Zhou y cols. 

observaron que la activación de PPARγ  puede disminuir el estrés oxidativo en las 

células vasculares del músculo liso (VSMCs) por aumento de la expresión de 

UCP2. 
82 

Al incubar  las células con el  indicador fluorescente CellRox Green se observó 

una disminución de los radicales libres en presencia de simvastatina; Este 

hallazgo coincide con reportes en los que se han encontrado que la simvastatina 

disminuye el estrés oxidativo a través de la disminución de la actividad de NADPH 

oxidasa en células  endoteliales de cordón umbilical83,84.Con respecto al papel de 

la simvastatina en la regulación de los radicales libres generados en la 

mitocondria, aún no existen reportes sobre si tiene alguna importancia en la 

formación de radicales libres.  

Por otra parte, cuando se incubaron las células endoteliales con las diferentes 

concentraciones de simvastatina y con el indicador fluorescente MitoSox Red, 

observamos que estas células son capaces de disminuir la producción del radical  

superóxido. Esto sugiere  que la simvastatina si tiene un efecto sobre la actividad 
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mitocondrial, muy probablemente ligado a la actividad de la UCP2, de tal manera 

que promueve el aumento en la actividad de esta proteína provocando que los 

niveles de radicales libres disminuyan en la mitocondria y por ende en la célula 

completa. 

Un mecanismo importante que también se analizó fue la actividad de algunas 

proteínas encargadas de regular los niveles de radicales libres, o proteínas 

antioxidantes, como la superóxido dismutasa citosólica, la superoxido dismutasa 

mitocondrial y la catalasa85. Observando que después de incubar con simvastatina 

las células endoteliales, la  proteína superoxido dismutasa mitocondrial, se 

encuentra significativamente más expresada que su contraparte citosólica. Esto 

concuerda con el  aumento en la actividad de la enzima superoxido dismutasa 

observado en células tumorales  de cáncer pulmonar (A-549) después de 

incubarlas durante 48hrs. con una concentración de 50µM simvastatina86. Por su 

parte cuando se determinaron los niveles de expresión de catalasa, se observó 

una tendencia  de aumento sin alcanzar una diferencia significativa. Aunque al 

medir la actividad de esta misma enzima, se observó un aumento significativo al 

simvastatina. Aunado a esto, el aumento 

de la  actividad de la enzima catalasa en la línea celular HeLa mediante los 

factores de transcripción PPARs descubierto  por Yakunin y cols 87. Podría 

significar que existe un mecanismo de regulación de la actividad de catalasa y 

superoxido dismutasa  a través,  de los factores de transcripción PPARs.   

Por otro lado, hay otra enzima encargada de descomponer el peróxido de 

hidrógeno,  la glutatión peroxidasa (GPx), esta se encuentra principalmente en la 

mitocondria en las células de los mamíferos y se ha descrito que es más eficiente 

que la catalasa bajo varias condiciones fisiológicas por lo que sería  necesario 

determinar la actividad de esta enzima. 

Poco se sabe del efecto que tienen fármacos como las estatinas sobre el papel 

que tienen en la función mitocondrial, nuestro trabajo está contribuyendo a 

dilucidar su importancia. De hecho, no existe en la literatura una relación entre  la 

regulación de los radicales libres, la mitocondria y el uso de simvastatina. Este 
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sería uno de los primeros reportes donde mostramos la posible relación entre los 

tres. Aunque aún faltan más experimentos por realizar para ligar adecuadamente 

esta relación, consideramos que nuestros datos están contribuyendo  en la 

importancia de los efectos pleiotrópicos que tienen las estatinas al ser 

administradas a pacientes que requieran regular sus niveles de colesterol. 
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11 Conclusiones 
 
- Dado que se observó un mayor aumento en los niveles de expresión de la 

proteína UCP2, en respuesta al tratamiento con simvastatina, a partir de las 

concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.5 μM, podemos concluir que la simvastatina 

regular a la proteína UCP2 

- Dado que se observó una disminución de la oxidación de DCF mayor en 

concentraciones de 0.1 a 2.5 μM, podemos concluir que la simvastatina tiene 

un papel importante en regular la síntesis de radicales libres principalmente a 

nivel mitocondrial. 

- Dado que se observó un aumento en los niveles de expresión de la enzima 

superóxido dismutasa dos y el aumento en la actividad de catalasa, podemos 

concluir,  la participación de la simvastatina en la regulación de los radicales 

libres. 

- Dado que se observó una disminución  en la  fluorescencia del colorante 

MitoSox Red, podemos concluir que la simvastatina disminuye la producción 

del radical superoxido a nivel mitocondrial.  
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12 Perspectivas 
- Determinar los niveles de expresión de UCP2 cuando se incuba la célula en 

presencia de los agonistas y antagonistas de PPAR. 

- Corroborar en la vía de señalización involucrada en el aumento de UCP2, el 

papel de las proteínas ROCK1 y ROCK2, que son efectores directos de la 

GTPasa pequeña Rho. 

- Aislar mitocondrias para determinar, respiración mitocondrial, síntesis de ATP 

y potencial transmembranal, en células tratadas con simvastatina. 

- En ese sentido, estandarizar el uso del MitoTracker para determinar y 

cuantificar potencial transmembranal en mitocondrias de células intactas. 

- Medir los niveles de expresión de la UCP2 a diferentes concentraciones de 

simvastatina  utilizando RT-PCR. 

- Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes SOD1 y SOD2, para 

compararlos con su expresión. 

- Determinar la actividad y expresión de otras enzimas antioxidantes, como la 

glutatión peroxidasa.  
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