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Resumen

La liberacion de citocromo c (cit ¢) del espacio intermembranal de la mitocondria
hacia el citosol es un proceso clave en la iniciacion de la muerte celular
programada (apoptosis) en diferentes tipos de células. En el higado este proceso
estd asociado con el desarrollo de enfermedades hepéticas que llevan a la
insuficiencia por perdida de la masa hepética. El higado graso no alcohdlico
(HGNA) que es una manifestacion del sindrome metabdlico (SM), se caracteriza
por la acumulacion de acidos grasos libres (AGL) y triglicéridos (TG), en los
hepatocitos. La transicion del HGNA hacia la esteatosis hepatica involucra la
apoptosis. Por lo tanto el objetivo de este trabajo es investigar la participacion del
acido palmitico y linoleico como sustratos de la B-oxidacion sobre la liberacion de
cit ¢ en mitocondria aisladas de un modelo con SM. Los animales tratados con
sacarosa desarrollan varias caracteristicas del SM tales como obesidad intra-
abdominal, hipertension, hiperlipidemia asi como la acumulacion de los AGL en el
suero, homogenado de higado y mitocondrias. Sin embargo no se observo
cambios en el consumo de oxigeno entre las mitocondrias con y sin SM. Tampoco
se observo cambios en el potencial tras-membranal en mitocondrias de higado de
los animales con y sin SM. Pero al incubar a las mitocondrias con acido palmito o
linoleico se observa un colapso en el potencial tras-membranal en ambas
mitocondrias. Sin embargo, experimentos con el 4cido palmitico en presencia de
los cofactores ATP y coenzima-A, necesarios para su activacion, se observé que
al afadir carnitina se revierte la pérdida del potencial. La incubacién de las
mitocondrias con el &cido palmitico o linoleico en presencia de ATP y Coenzima A
induce un aumento en la liberacién del cit ¢ en ambas mitocondrias siendo mas
sensible las mitocondrias con SM. En presencia de carnitina, ambos acidos grasos
exacerban la liberacion de cit c en ambas mitocondrias siendo mas eficaz el acido
linoleico. En presencia del palmitoil-CoA y palmitoil-carnitina que son productos de
la activacion del palmitico, la liberacion del cit ¢ aumenta en dosis respuesta.
Ademas esta liberacion es sensible a malonil-CoA inhibidor fisiologico de la

carnitina palmitoil transferasa |, enzima clave en el transporte de AG hacia la beta
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oxidacion. Los resultados sugieren la participacion del acido palmitico y linoleico

como sustrato de la B-oxidacion en la liberacion de cit ¢ en mitocondria con SM.

11



INTRODUCCION

El Sindrome Metabdlico (SM), es un conjunto de factores de riesgo para
desarrollar enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo Il, es cada vez mas
frecuente en la poblacién mundial, debido al estilo de vida sedentario acompafiado
de un exceso de consumo de alimentos hipercal6ricos (Kaur, 2014; Vilchis et al.,
2015). Esta situacion resulta en una acumulacion de grasa no solamente en la
cavidad intra-abdominal, también en el higado y el corazén, tanto en humanos

como en modelos animales (Morelli et al., 2013).

Recientemente se ha reconocido que el tejido adiposo es un érgano con gran
actividad endocrina, liberando diversas sustancias como acidos grasos libres
(AGL) (Donnelly et al., 2005) y diferentes hormonas que regulan el metabolismo
(Bairwa et al., 2016). Dichas caracteristicas se afiaden a su funcion como almacén
de energia bajo forma de triacilgliceroles (TAG) (Ahima, 2006; Coelho et al., 2013).
En condiciones fisiolégicas, los AGL liberados a la circulacion son fuentes de
energia (ATP), a través de su B-oxidacidn en la mitocondria. En condicién
patolodgicas como el SM asociado con resistencia a la insulina, el exceso de AGL y
de TAG se acumulan en los hepatocitos generando higado graso no alcohdlico
(HGNA) manifestacion del SM (Cohen et al., 2011).

La acumulacion excesiva de AGL y TAG en los hepatocitos, puede ser debido a
una disminucion en la B-oxidacion de los AG, una mayor actividad lipolitica a nivel
del tejido adiposo y un aumento en la lipogénesis hepética de novo (Postic y
Girard, 2008; Bechmann et al., 2012). Esta situacion resulta en una disminucién de
la funcion mitocondrial, por desacoplamiento del consumo de oxigeno en la
cadena respiratoria mitocondrial y en la sintesis de ATP. La disfuncién
mitocondrial generalmente se asocia con la muerte celular por necrosis o
apoptosis (Wei et al., 2008).

En el higado, un aumento en la actividad apoptotica induce una disminucion de la
poblacion de hepatocitos y por ende insuficiencia hepatica (Sanyal, 2005; Alkhouri
et al., 2011; Cichoz-Lach et al., 2014).

12



El HGNA se caracteriza por un incremento de especies reactivas de oxigeno
(ERO) que lleva a la célula a un estado de estrés oxidante (Sanyal et al., 2001;
Neuschwander-Tetriy, 2010; Fu et al., 2011). Estudios recientes han demostrado
que existe una relacion entre el aumento en la concentracion de ERO vy la
liberacion del citocromo c (cit ¢) (Li Q et al., 2006). El cit c es una proteina clave en
el proceso apoptotico, dado que su liberacion del espacio intermembranal
mitocondrial hacia el citosol y su unién a proteinas apoptoticas como Apaf-1 y
caspasa 9, constituye un punto clave para la formacion del apoptosoma.

En este trabajo se relaciona la acumulacion excesiva de AGL que son sustratos de
la B-oxidacién en el HGNA de un modelo con SM vy la liberacion de cit ¢, un
proceso clave en la muerte celular programada. Por lo tanto, se analiz6 el efecto
del acido palmitico y linoléico en presencia y en ausencia de ATP y Coenzima-A,
cofactores necesarios para formar el palmitoil CoA vy linoleil CoA activos, para su
prosterior oxidacion, sobre la liberacion del cit ¢ en mitocondrias aisladas de
higado de animales con y sin SM. La (B-oxidacién del acido palmitico genera 8
moléculas de acetil-CoA que entran al ciclo del acido tricarboxilico, para su
oxidacion y generacion de NADH y FADH, que son agentes reductores y
donadores de electrones para la cadena respiratoria mitocondrial, proceso clave
para la generacion de ATP. Los resultados de este trabajo mostraron que el
palmitoil-carnitina y el palmitoil-CoA sustratos de la B-oxidacién, inducen la
liberacién del cit ¢ dosis respuesta y que el malonil-CoA inhibidor de la carnitina

acil-transferasa | reduce la liberacién de cit c.
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1. ANTECEDENTES
1.1 El Sindrome Metabdlico (SM)

En la década de los 60°s se definia como “sindrome plurimetabdlico”, a la
presencia simultdnea de la obesidad, hiperlipidemia, diabetes e hipertension;
considerados como factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad arterial
coronaria. En los 80°s Vague propuso que el tejido adiposo en exceso esta
implicado en el progreso de la obesidad hacia la diabetes (Adaptacion de Eckel et
al., 2005). Actualmente se sabe que el exceso de grasa abdominal genera
diabetes y aterosclerosis, y que esta obesidad central afecta a la secrecién de
insulina y su accién para el transporte de glucosa (Crepaldi et al., 2006; Samuel et
al., 2010).

En 1988, Gerald M. Reaven, introdujo el concepto de “sindrome X" en la
conferencia de Banting, refiriendo el papel que tiene la resistencia a la insulina en
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Adaptacién de Reaven, 2014).
Ferranini y colaboradores coincidieron en afirmar que dicha conjuncién esta
causada por la insensibilidad a la insulina y pocos afios después, adoptaron el
término “sindrome de resistencia a la insulina” (Adaptacion de Crepaldi et al.,
2006).

Desde el concepto y términos de los 60°s hasta los 80°s, la definicion de SM sigue
siendo un debate. Pues el SM es en si un conjunto de probelmas de salud,
causados por factores genéticos y ambientales, los cuales pueden producirse en
un individuo simultaneamente o uno por uno, y al estar presentes en una persona,
es mas propensa a las enfermedades cardiovasculares en general y coronarias en

particular (Amaya et al., 2009).
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Resistencia a

la insulina
Respuesta Compensacion
inadecuada de de
insulina hiperinsulinemia

/ \ /
|\ 7 N

Diabetes i Enfermedades
tipo Il \i’ Cardiovasculares
l Hipertension
Apnea del suefio
Retinopatia Sindrome de ovario
Nefropatia poliquistico
Neuropatia Cancer
Higado graso no
alcohdlico

Figura 1. Concepto del Sindrome Metabdlico.
La flecha punteada, indica las manifestaciones del SM vy la flecha con dos direcciones
indica, que la respuesta inadacuada de insulina es un tronco comun fisiopatologico de

diabetes tipo Il. Adaptacion: Reaven, 2005.
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El principal factor de riesgo para el desarrollo de SM es la resistencia a la insulina,
la cual se describe como una respuesta tisular menor a la esperada vy, por
consiguiente, condiciona aumento a de la insulina sérica (hiperinsulinemia), para
compensar la ineficiencia de la hormona, o provoca un aumento en la
concentracion de la glucosa sanguinea, disminuyendo el transporte a través de la
membrana plasmaética del azlcar, la cual conlleva al padecimiento de diabetes tipo
Il (Reaven, 2005). Las principales manifestaciones de la diabetes tipo Il son la
retinopatia, nefropatia y neuropatia. El desarrollo del SM induce tanto el
padecimiento de diabetes tipo II, como el de enfermedades cardiovasculares y
tiene como principales manifestaciones hipertension, apnea del suefio, sindrome

de ovario poliquistico, cancer e HGNA (Figura 1).

1.1.1 Diagndstico del Sindrome Metabdlico

Para el diagnéstico del SM existen diferentes criterios los cuales dependen del
género, la edad y la etnia, asi como tambien de otros factores genéticos y
enddocrinos como la inactividad fisica (Islas et al., 2015).

La Federacion Internacional de Diabetes, IDF (por sus siglas en inglés), describe
al SM como:

“El conjunto de los méas dafiinos o peligrosos factores de riesgo tales como la
obesidad abdominal, el colesterol alto, la presion arterial alta y la diabetes tipo I1”.

» Para que una persona sea diagnosticada con SM segun los criterios de la
IDF, debe presentar:

1. Obesidad Central: circunferencia de cintura 294cm para varones de origen
europeo y 280cm para mujeres de origen europeo, con valores especificos
para otros grupos étnicos.*

*Cuando el indice de masa corporal (IMC) es >30kg/m?, es indicador de la

obesidad central y no hay que medir la circunferencia de cintura.
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2. Mas 2 de cualquiera de los siguientes parametros:

= Triglicéridos elevados: 2150 mg/dl (1.7 mmol/L)*

= Colesterol HDL disminuido: <40 mg/dl (1.03 mmol/L) en varones y <50
mg/dl (1.29 mmol/L) en mujeres*

» Elevacion de la Presion Arterial: Sistélica 2130 o Diastolica 285 mmHg, o
tratamiento de hipertension diagnosticada previamente*

» Aumento de la glucosa plasmatica en ayuna 2100 mg/dl (5.6 mmol/L) o
diabetes tipo Il diagnosticada previamente.

*Estos valores varian dependidendo del genero, la edad y la etnia.

1.1.2 Modelos animales de SM

La informacion sobre el mecanismo de desarrollo y la comprension de las causas,
diagndstico y tratamiento de enfermedades que afectan al humano asi como el
mecanismo de accion de medicamentos, nutrientes, alimentos y otros insumos,
han sido evidenciados gracias al uso de animales de laboratorio para la
investigacion (Hernandez, 2006).

Las diferentes ventajas de los modelos animales son el ser sistemas mas simples
qgue el humano, donde se pueden aislar acciones especificas, permitiendo la
manipulacion controlada de ciertas caracteristicas ademas de llevar a cabo
procedimientos que no son posibles en humanos pues los tiempos de generacion
y ciclos de vida son mas cortos por lo que se puede responder antes la pregunta
de investigacion (Yunta, 2012).

Los modelos animales se clasifican en dos grupos (Ayala et al., 2008):

1. Los inducidos por agentes externos
» Dieta
» Farmacos

> Toxinas

17



2. Los que son el resultado de modificaciones genéticas
» Espontaneas
» Artificiales

En ocasiones se combinan ambos grupos.

El SM es una condicion multifactorial, no es consecuencia de una sola enfermedad
y presenta mas de un diagnostico. Estas caracteristicas hacen que la busqueda de
un modelo que caracterice al SM sea dificil. (Aleixandre de Artifiano y Castro,
2009).

En la actualidad se encuentran una gran variedad de modelos que son utilizados
para investigar las causas y el desarrollo de SM en diferentes circunstancias.
Algunos modelos son mencionados en la Figura 2, en la cual se observa que los
modelos con SM se dividen en dos grandes grupos: los inducidos por agentes
externos y los que son el resultado de modificaciones genéticas. Si bien ambos
grupos tiene sus pros y sus contras, muchas de las investigaciones en la
actualidad se basan en el desarrollo de modelos experimentales inducidos por
agentes externos como la dieta alta en grasa y alta en carbohidratos o alta en
ambas biomoléculas. Estos modelos en particular con dietas hipercal6ricas, se
caracterizan por el desarrollo de todas las alteraciones metabdlicas tales como
obesidad, hipertension, hiperlipidemia y resistencia a la insulina, que coinciden con
el diagnédstico del SM a nivel clinico. También presentan acumulacién de lipidos en
el higado considerado como una manifestacion del SM. Por tanto, el consumo en
exceso de azucares en la dieta, estad asociado con el aumento de TAG, con el
desarrollo de resistencia a la insulina y con el incremento de la presion sanguinea,

tanto en humanos como en animales (Storlien et al., 2000).
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Modelos animales
para la investigacion
de SM

e N

Inducido por agentes

Resultado de

externos modificaciones genéticas
—>| Dieta > Acidos grasos SHR |€&q Espontaneos | <—
\\ Carbohidratos Zucker
Aminoacidos Metionina-
| > Colina
3 ob/ob* —
Farmacos e < Transgénicos | <
S inhibidores Esptreptozotocina fa/fa*
metabdlicos
| s Etomoxir
Glutamato

Figura 2. Modelos animales de SM.

*Deficiencia en leptina por mutacién del gen que la codifica (ob/ob -raton) o inactividad de
los receptores de leptina (fa/fa -rata) Adaptacion: Carvajal, 2009. La leptina es una

hormona producida por el tejido adiposo y que regula el consumo de alimentos.

En la Tabla 1 se describen factores de riesgo de algunos modelos animales, para
el estudio del HGNA en el SM y que presentan mas de tres factores caracteristicos
del SM.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de las cepas de modelos animales para el
estudio de SM.

Cepa de animal Factores de riesgo

Zucker Obesidad
Hiperfagia
Dislipidemia
Leve intolerancia a la glucosa
Resistencia a la insulina
Hiperinsulinemia
Hiperleptinemia
Aumento en la expresion de grelina
Hipertension
Disfuncién endotelial en
animales de edad avanzada

Estado oxidante

Ratas espontaneamente Hipertension
Hipertensas (SHR: por sus Higado graso
siglas en inglés) Esteatosis hepética

Hiperinsulinemia
Hiperglucemia
Hipertriacilglicerolemia

Wistar Ottawa Karlsburg W Obesidad

Hipertencion moderada
Hiperfagia

Resistencia a la insulina
Dislipidemia
Hiperinsulinemia

Leve tolerancia a la glucosa

Adaptacion (Amaya et al., 2009).
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Los antecedentes del modelo experimental de SM utilizado en este trabajo, se

presentan en la Tabla 2, y se observa que el consumo de sacarosa en el agua de

beber de las ratas Wistar induce al menos tres de las alteraciones metabdlicas que

se requieren para el diagnostico de SM en humanos.

Tabla 2. Antecedentes del modelo experimental, utilizado en este trabajo.

Factores de Riesgo

Caracteristicas

Referencias

Hipertrigliceridemia

Hipertension

Cepa Wistar ambos
sexos: Suministro de
sacarosa (30%) en agua
de beber por un periodo

de 12 - 17 semanas.

Barios et al., 1996

El Hafidi et al., 1997

= Alteraciones en el

metabolismo de AGL

Cepa Wistar macho.
Suministro de sacarosa
(30%) en agua de beber

durante 20 semanas.

Pérez et al., 1999

El Hafidi et al., 2001

* Funcion mitocondrial y

generacion de ROS

Cepa Wistar macho.
Suministro de sacarosa
(30%) en agua de beber

durante 20-24 semanas.

Ruiz et al., 2012
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1.2 El higado graso no alcohodlico (HGNA)

El HGNA se considera como una maifestacion del sindrome metabdlico (Reaven,
1999; Chen et al., 2011).

La Organizacion Mundial de Gastroenterologia WGO (por sus siglas en inglés) en
el 2006 definié a esta enfermedad como una acumulacion excesiva de grasa en
forma de triglicéridos en los hepatocitos (histolégicamente >5% de los hepatocitos)

y sin inflamacion (esteatosis).

El primero en utilizar el término fue Ludwig en 1980 para describir los resultados
de la biopsia de un higado que histolégicamente imitaba la hepatitis alcohdlica,
pero se producia en individuos que no se exceden en el consumo de alcohol.
Ademas del exceso de grasa, un subgrupo de pacientes con HGNA present6 dafio
e inflamacion de los hepatocitos asociado con una alta actividad apoptética que se
refleja en una disminucidon en la poblaciébn de hepatocitos y por ende en la
insuficiencia hepética y se denomina esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)
(Wanless y Lentz, 1990). Mientras que la esteatosis simple que se observa en
HGNA no presenta un aumento de la morbilidad o mortalidad a corto plazo de las
células hepéticas, la progresion de esta condicion a esteatohepatitis no alcohdlica
aumenta drasticamente el riesgo de cirrosis, falla hepatica, y carcinoma hepato-

celular que frequentemente requieren de trasplante hepatico (Hui et al., 2003).

Los procesos por los cuales la enfermedad del HGNA se agrava a
esteatohepatitis no estan del todo esclarecidos (Ganzetti et al., 2015). Por lo
gue es necesario elucidarlos, dado que su prevalencia en la poblacién va en

aumento.

A pesar de que hacen falta mas estudios epidemiologicos, el HGNA es la
enfermedad hepéatica mas frecuente en el mundo desde hace décadas y la
causa mas comun de alteraciones en las pruebas de funcionamiento hepatico
al menos en Estados Unidos (Clark et al., 2003; Satyajit et al., 1999). El HGNA

afecta tanto a nifnos como a adultos y su prevalencia en la poblacion general se
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estima entre 2.8 y 24% (Baldridge et al., 1995; Rashid-Roberts, 2000). En
México estudios poblacionlaes han estimado una prevalencia de alrededor de
17.05% en poblacion asintomética (Lizardi-Cervera et al., 2006). En la serie de
351 autopsias de pacientes obesos y no obesos publicada por Wanless y
colaboradores se encontrg esteatosis hepatica en el 70% de los primeros y en
el 35% de los no obesos. La prevalencia de EHNA fue de 6.5% (Wanles- Lentz;
1990). Diversos estudios muestran que en Estados Unidos la prevalencia de
HGNA es mayor en la poblacion hispana y méxico-americana. Y su entera
relacion con el SM agrava el problema, pues este es un factor de riesgo de
enfermedades cardiovasclares y diabetes tipo Il. Principales causas de muerte
en México (INEGI, 2015).

1.3 Metabolismo de hidratos de carbono

La gran disponibilidad de glucosa o fructosa, indicida por una dieta alta en hidratos
de carbono, incrementa la sintesis de AG de novo Y la lipolisis en el tejido adiposo
intra-abdominal, lo cual contribuye al aumento en la disponibilidad de AG no
esterificados precusores de los TAG hepaticos (Elliot et al.,, 2002; Hu y Malik,
2010).

Al masticar un alimento rico en carbohidratos, se reduce el tamafio de particula y
los polisacaridos presentes son hidrolizados a nivel de los enlaces a1,4
glucosidicos por la amilasa salival (ptialina). La accion de la enzima termina
cuando el bolo alimenticio formado en el paso anterior llega al estdmago
mezclandose con el jugo gastrico y disminuyendo el pH del mismo. ElI quimo
recién formado llega al intestino delgado principalmente en el duodeno y el
yeyuno, con la accion de la amilasa pancreatica continua el proceso de hidrolisis
de los polisacaridos. Donde las enzimas de las células de la mucosa en borde en
cepillo del intestino completan la digestion. Es en este lugar donde la sacarosa es
hidrolizada por la sacarasa, dando asi fructosa y glucosa. Estos monosacaridos

pueden ahora ser metabolizados (Soriano del Castillo et al., 2006).
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El metabolismo catabdlico de los monosacéaridos provenientes de la dieta
comienza con su fosforilacion dependiente de ATP, catalizada por un hexoquinasa
(Figura 3). En el caso de la a-D-glucosa el producto formado de su fosforilacion es
la a-D-glucosa-6-fosfato, la cual se isomeriza via la fosfoglucoisomerasa,
formando el isbmero D-fructosa-6-fosfato. En el higado la fosfofructoquinasa lleva
acabo una segunda fosforilacién dependiente de ATP para producir un derivado
de hexosa fosforilado en los carbonos 1 y 6, la D-fructosa-1,6-bisfosfato. La
fragmentacidon en dos triosas fosfato catalizada por la fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa da lugar a dos intermediarios de tres carbonos, el gliceraldehido-3-fosfato
y la dihidroxiacetona fosfato. Estos productos son piezas clave para la sintesis de
AGL y TAG. La fructosa, por otro lado, no pasa por el punto de control en el cual el
metabolismo esta limitado por la retroalimentacion de citrato y ATP. Esto permite
que la fructosa sea una fuente no regulada de glicerol-3-fosfato y acetil-CoA, para
la lipogénesis hepatica. Por otro lado, otra de las funciones principales del higado
consiste en regular las concentraciones sanguineas de glucosa (Feduchi et al.,
2011).

$ Glucoquinasa
Glucosa 6-P

Fructosa 1-P ‘L Fosfoglucoisomerasa
Fructosa 6-P

l Fructoquinasa

Gliceraldehido

Fosfofructoguinasa
Dihidroxiacetona Fructosa 1,6-biP
fosfato

e Gliceraldehido 3-P

Glicerol 3-P Piruvato

Acetil- CoA —> Citrato

Acidos _ |
Ty
grasos

Triacilgliceroles

Figura 3. Metabolismo de la glucosa y la fructosa. Adaptacion: Elliot et al., 2002.
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1.4 Lipogénesis en el SM

Los cambios dietéticos afectan directamente a la lipogénesis, los AG
poliinsaturados reducen la lipogénesis en el higado disminuyendo la expresion de
proteinas responsables de la biosintesis de AG como la sintetasa de &cidos
grasos (FAS, por su siglas en inglés) y la A-9-desaturasa (Saponaro et al., 2015).
Al contrario, el consumo de carbohidratos en exceso promueve la lipogénesis en el
higado y en el tejido adiposo (Kersten, 2001). Durante el proceso de la glucolisis
se genera glicerol y piruvato como precursor de la acetil-CoA que es sustrato de la
actil-CoA carboxilasa (ACC), enzima clave de la biosintesis de novo de AG de
larga cadena como el acido palmitico. También la glucosa induce la expresion de
genes de lipogénesis (Cohen et al., 2011). Ademas la glucosa aumenta la
secrecion de la insulina y disminuye la del glucagén en el pancreas induciendo la
lipogénesis. Para la lipogénesis de novo, la glucosa se convierte en acetil-CoA a
través de la glucdlisis y la oxidacion de piruvato (Riu, 2014). La acetil-CoA se
convierte después en malonil-CoA por la accion de acetil-CoA carboxilasa. La FAS
cataliza la condensacion del acetil-CoA y el malonil-CoA durante varios ciclos para
la formacion del acido palmitico. El acido palmitico es entonces alargado y
desaturado via una elongasa (ELOVLG6) y la estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD1)
para generar 4&cidos grasos monoinsaturados, que son los principales
componentes de los TAG. La aciltransferasa de glicerol-3-fosfato (GPAT) cataliza
la esterificacion de glicerol-3-fosfato con el acil CoA, un AG recién sintetizado y
activado por medio de la acil CoA sintetasa generando acidos lisofosfatidicos
precursores de los TAGs por la accion de aciltransferasa 1-acilglicerol-3-fosfato

(AGPAT) que cataliza la formacion de acidos fosfatidicos.

Los acidos fosfatidicos se desfosforilan en diacilgliceroles por las fosfatasas de
acido fosfatidico, entre las que se encuentran la familia de las lipinas. Se ha visto
que las lipinas controlan el metabolismo de los lipidos en células mamiferas
(Holland y Summers, 2008). La lipina 1 es encargada en el higado graso de
convertir los acidos fostatidicos en diacilgliceroles. En un estudio en ratones fld

(distrofia del higado graso, por sus siglas en inglés), la falta de lipina previene el
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desarrollo normal del tejido adiposo, y por ello, se produce lipodistrofia (tejido
adiposo reducido, higado graso transitorio, altos niveles de triglicéridos y
aterosclerosis), resistencia a la insulina y neuropatia periférica progresiva;
mientras que el exceso de lipina produce obesidad (Péterfy et al., 2001). La
formacién de diacilgliceroles es seguida por la formacién de triglicéridos a través
de la acilCoA: diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) (Yamashita et al., 2014).

La Figura 4 muestra la ruta de la sintesis de novo de triglicéridos y

glicerofosfolipidos apartir del precursor glicerol fosfato.

Glicerol-3-fosfato

GPAT mitocondrial GPAT microsomal

LPA
W AGPAT 1-6
Pl
pg | =< PA
CL
| PAP (lipina)
PC M
PE | «— <« DAG
PS
W DGAT 1-2

Figura 4. Sintesis de novo de triacilgliceroles y glicerofosfolipidos por la ruta del

glicerol fosfato.

El punto de partida de la sintesis de novo de triacilgliceroles y glicerofosfolipidos es el
glicerol-3-fosfato que proviene del metabolismo de la glucosa. El primer paso consiste en
la acilacion del G-3-P por las enzimas glicerolfosfato-aciltransferasa (GPAT) que residen
en el reticulo endopldsmico (RE) y mitocondria. A continuacion se transfiere un nuevo
acido graso al &acido lisofostatico (LPA) por accion de las acilglicerol-fosfato-acil

transferasa (AGPAT) para producir &cido fosfatidico (AP). EI AP puede ser utilizado para
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la sintesis de fosfolipidos, como fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipinas
(CL), o ser defosforilado por las lipinas. Finalmente el diacilglicerol (DAG) se convierte en
triacilglicerol (TAG) a través de la accidon las diacilglicerol-acil transferasas (DGAT).
Ademas el DAG es también precursor de la sintesis de fosfatidilcolina (PC),

fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS).
1.5 Disfuncion mitocondrial en el HGNA

Las mitocondrias (del griego mitos [hilos] y chondros [granulos] o “granulos en
forma de hilos” por su morfologia vista por microscopia electrénica) son organulos
de forma ovalar generalmente, y altamente dinamicos, los cuales se encuentran
formando una red, estrictamente regulada y compleja dentro de la célula (Dupuis,
2013) y son de gran importancia en eucariontes, ya que son el lugar donde se
lleva acabo la sintesis de ATP (energia). Contienen las enzimas del ciclo del acido
citrico, enzimas que catalizan la oxidacion de AG, enzimas y proteinas redox
involucradas en el transporte electronico y en la fosforilacion oxidativa (Voet,
2007). Estan formadas por dos bicapas lipidicas, una externa y otra interna, cada
una de 5-7 nm de grosor, la membrana externa mitocondrial (MEM) es altamente
permeable a sustancias de 10 KDa o menos, debido a la presencia de poros
aproximadamente de 2 nm de didmetro, mientras que la membrana interna
mitocondrial (MIM) es altamente impermeable, solo moléculas neutrales de <150
Da pueden atravesarla, estando altamente regulada la entrada de iones como H”,
K*, Na" y CI" (Metzler, 2003).

Una célula eucarionte contiene de 200 a 2000 mitocondrias, dependiendo del tipo
celular. Por ejemplo, una célula hepatica puede contener del orden de 800
mitocondrias por célula (Armstrong y Bennett, 1982). El mayor numero de
mitocondrias se encuentra en ceélulas metabdlicamente activas tales como el
musculo esquelético y cardiaco, el higado y el cerebro (Pieczenik y Neustadt,
2007; Serviddio et al., 2008).

Un funcionamiento adecuado de las mitocondrias de higado se basa en la
degradacion u oxidacion de los AG, para la produccion de energia. En las Figuras
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5y 6, se presenta un esguema general de la B-oxidacion de los AGL no
esterificados en el higado, provenientes de la hidrolisis de los quilomicrones, del
tejido adiposo o de la sintesis de novo. También muestran los diferentes
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial responsable de la transferencia
de los electrones y la sintesis de ATP por medio de la ATPasa. En condiciones de
alta demanda de energia en el organismo, los AG y la glucosa convertida en
piruvato son oxidados en la mitocondroa para la sintesis de ATP. Una demanda
baja de energia conlleva al almacenamiento de los AG en el citosol o a la
formacién de TAG que se secretan como lipoproteinas de muy baja densidad (Riu,
2014).

En el caso de necesidades de energia, los AGL provenientes de la hidrolisis de
TAG en el tejido adiposo, son transportados en el torrente sanguineo formando
complejos con albumina (Figura 5). Los AGL atraviesan la membrana plasméatica
por medio de transporte activo, acoplado a proteinas, como la proteina de unién
de los AG (FABP, por sus siglas en inglés) y/o por medio de la translocasa de AG
(FAT/CD36) o mediante un transporte pasivo conocido como Flip-Flop (Kischkel et
al., 1995). La expresion basal de CD36 en higado es baja, pero aumenta en
modelos experimentales de esteatosis hepatica inducida por una dieta con alto

contenido de carbohidratos y grasa (Bonen et al., 2006).

A nivel mitocondrial, los AG son activados en la membrana externa mitocondrial en
una reaccion catalizada por la acil-CoA sintetasa de AG, formando acil-CoA. Los
acil-CoA no atraviesan la membrana interna mitocondrial porque requieren un
mecanismo especial de transporte (Rosenthal y Glew, 2009) que consisite en la
transferencia del grupo acil del acil-CoA a la carnitina por medio de la carnitina
aciltransferasa | (CPT I), la cual esta unida a la membrana externa mitocondrial y

forma acil-carnitina (Figura 5) (Rosenthal y Glew, 2009).

La acil-carnitina es transportada entonces a través de la membrana interna
mitocondrial por una translocasa de carnitina (también conocida como

transportador acilcarnitina/carnitina). En la MIM del lado de la matriz mitocondrial
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el grupo acilo es transferido nuevamente a la CoA. Esta reaccién es catalizada por
carnitina acil transferasa Il (CPTII), localizada en la MIM (Figura 6).

Una vez en la matriz mitocondrial, la B-oxidacion de los AG se basa en cuatro
reacciones generales, que se llevan acabé por diferentes ciclos hasta la oxidacion
total y completa de un acido graso de larga cadena (Rosenthal y Glew, 2009):

(1) Deshidrogenacion enlazada a FAD (Acil CoA deshidrogenasa).
(2) Hidratacion (trans A-2-enoil CoA hidratasa)
(3) Deshidrogenacion enlazada a NAD (L-3 hidroxiacil CoA deshidrogenasa)

(4) Tidlisis y liberaciéon de acetil-CoA (B-ceto tiolasa)

En el SM relacionado con obesidad, la lipotoxicidad inducida por la acumulacion
de los acidos grasos libres o activados es considerada como una causa importante
de la disfuncion mitocondrial en la esteatosis y esteatohepatitis (Nassir y Ibdah,
2014). La disfuncion mitocondrial no soélo afecta la homeostasis de grasa en el
higado, también conduce a la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO’s) que desencadenan la peroxidacion lipidica, la sobreproduccion de
citoquinas y por ende la muerte celular (Fromenty et al., 2004).
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Figura 5. Transporte, activacién y oxidaciéon de acidos grasos, del citosol al
espacio intermembranal. Adaptacion: Serviddio et al., 2008. AGNE: &cidos grasos no
esterificados; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad; MEM: membrana interna
mitocondrial; CPT |I: carnitina acil transferasa |; CoA: coenzima A; EIM: espacio

intermembranal.
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Figura 6. Transporte, activacion y oxidaciéon de &acidos grasos, del espacio
intermembrana a la matriz mitocondrial y sintesis de ATP en la matriz mitocondrial.
Adaptacion: Serviddio et al., 2008. EIM: espacio intermembranal; MIM: Membrama
Interna Mitocondrial; CACT: trasportador acilcarnitina-carnitina; CPT Il: carnitin acil
transferasa 1l; NADH: nicotinamida adenina dinucleétido reducido; Cit c: citocromo c;
FADH,: flavin adenin dinucleétido reducido; H': Protén; ATP: adenosina trifosfato; ADP:

adenosina difosfato; e-: electrén; Pi: fosfato inorganico; MM: matriz mitocondrial.

Y si bien, en el desarrollo del HGNA faltan muchos mecanismos que aln no estan
esclarecidos. Se ha propuesto que la enfermedad se desarrolla en dos “hits”
fisiopatologicos:

En el primer “hit” que comienza con la resistencia a la insulina la cual aumenta la
cantidad de AGL aunado a la lipolisis que se desarrolla principalmente en el tejido
adiposo y el transporte de éstos AGL al higado que conduce a la esteatosis. El
segundo “hit” incluye el estrés oxidante, la disminucion de la sintesis de ATP y la
secresion de citoquinas proinflamatorias que conducen a la esteatohepatitis (Day y
James, 1998).
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1.6 Muerte celular programada (apoptosis) e HGNA

Las mitocondrias han desarrollado la capacidad de reaccionar ante mdultiples
situaciones de estrés celular, por ejemplo una infeccion viral. También emiten
sefiales de peligro que alteran la célula o el organismo entero de las
perturbaciones en la homeostasis, por ende promueven respuestas de adaptacion
celular intrinsecas o sistematicas. Por tanto, se considera a la mitocondria el
centro de la regulacion y dafio via sefalizacion (Galluzzi et al., 2012). En la
disfuncion mitocondrial, la disipacion del potencial transmembranal mitocondrial
(Awm) constituye un paso temprano e irreversible en la cascada de eventos que

conduce a la muerte celular por apoptosis (Zamzami et al., 1995).

La apoptosis, palabra adoptada por Kerr y colaboradores en 1972, con ausencia
de respuesta inflamatoria (Kerr et al., 1972), es un proceso fisiolégico de muerte
celular, altamente regulado por diversos pasos enzimaticos y se caracteriza
principalmennte por la liberacion de cit c, la fragmentacion del DNA (mono y
oligonucleosomal), la ausencia de respuesta inflamatoria y la dependencia de ATP
(Hetts, 1998; Green, 2003; Hail et al., 2006).

Existen dos vias principales de apoptosis: la via extrinseca provocada por
estimulos externos y la via intrinseca provocada por estimulos internos
(Budihardjo et al., 1999; Debatin, 2000; Degterey et al., 2003; Hengartner, 2000;
Kohler et al., 2002).

La via extrinseca involucra la interaccion entre receptores de muerte anclados en
la membrana celular y las sefiales de muerte, lo que da pie a que las proteinas
adaptadoras situadas en el citoplasma, las cuales transfieren la sefial dentro de la
célula y reclutan otras moléculas, entre ellas las caspasas 8 y/o 10, que una vez
activadas desencadenan el proceso apoptotico (Kischkel et al., 1995; Fischer y
Schulze-Osthoff, 2005).

La via intrinseca ocurre por un dafio intracelular. Generalmente comienza con la

permeabilizacion de la membrana mitocondrial, que se produce como respuesta a
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proteinas activadas por dafos celulares, causando por ende la liberacion del cit ¢
y en conjunto con Apaf-1 (factor apoptético activador de proteasas -1) y la
procaspasa 9, forma el apoptosoma activando la caspasa 9, la cual induce la

iniciacion de la apoptosis (Li et al., 1997; Hetts, 1998; Launay et al., 2005).
1.7 Liberacién del citocromo ¢ mitocondrial

El cit ¢, una proteina globular hidrofilica con una masa molecular de
aproximadamente 13 kDa, la cual contiene un grupo hemo plano situado en el
centro de la proteina rodeada por residuos hidrofobicos. Al igual que la
ubiquinona, funciona como un transportador movil en la cadena transportadora de
electrones del complejo Il o Ubiguinona: citocromo ¢ oxidorreductasa, al complejo
IV o citocromo c oxidasa. El cit ¢ estd unido al cit c; del complejo Ill y acepta
electrones, el cit ¢ reducido se desplaza a continuacion a lo largo de la superficie
de la MIM en donde interacciona con la subunidad 2 de la citocromo ¢ oxidasa y
cede sus electrones al sitio Cua. Asi mismo el cit ¢ es uno de los activadores mas

fuertes de la apoptosis (Hikita et al., 2011).

La liberacion del cit ¢ de las mitocondrias es una de las etapas inciales de la
apoptosis, los mecanismos precisos que regulan este evento siguen sin estar del
todo esclaricidos. El cit ¢ estd fuertemente unido a la membrana interna
mitocondrial por su asociacion con la cardiolipina (CL), fosfolipido exclusivo de la
mitocondria, mediante uniones hidrofébicas que implican las cadenas de acilo
graso de la CL y uniones electrostaticas dadas por las interacciones de las cargas
positivas del cit ¢ y las cargas negativas de la CL (Abe et al., 2011, Belikova et al.,
2006).

La liberacion del cit ¢ esta mediada por dos posibles pasos (Ott et al., 2002):

1.- La ruptura de las interacciones electrostaticas e hidrofébicas que mantienen
unidos al cit c y a la CL. Esta desunion sucede cuando la cardiolipina se oxida, via
H.O, por ejemplo. Por lo que juegan un papel importante las ERO que se generan
dentro de la mitocondria.
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2.- La salida al citosol del cit ¢ atraves del poro formados por proteinas pro-
apoptoticas, en un estado de oligomerizacién de Bax y Bak (integrantes de la

familia Bcl-2) que se insertan en la membrana externa mitocondrial.

SOD1

Figura 7. Liberacion de citocromo c. Adaptacion de: (Madesh et al., 2001; Renault

et al., 2013).

AlF: factor inductor de apoptosis, ANT: transportador de nucleétidos de adenina, CLox:
cardiolopina oxidada, VDAC: canal de aniones dependiente de voltaje,SOD 1: superoxido
dismutasa, Bak/Bax: proteinas homologas (pro-apoptoéticas) de la familia Bcl-2. tBid:

proteina homologa (pro-apoptoética) truncada.

La Figura 7, esquimatiza un posible mecanismo por el cual el cit ¢ se libera del
espacio intermembranal hacia el citosol y donde el radical superoxido (O )
desencadena la apoptosis mediante la permeabilizacién a través del poro formado
por Bax y Bak. Asi como también se caracteriza, el canal de aniones dependiente
de voltaje (VDAC) en la membrana mitocondrial externa, el cual media la entrada
de calcio a la mitocondria, mecanismo que esta involucrado con la permeabilidad
del poro de transicion de la permeabilidad, por ende el hinchamiento mitocondrial;

caracteristico de los inicios de la apoptosis (Noshita et al., 2001; Xu et al., 2016).
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2. JUSTIFICACION

El sindrome metabdlico y los factores de riesgo que lo integran son actualmente
las principales causas de morbilidad en México y a nivel mundial. De acuerdo con
la OMS, en 2014, méas de 1,900 millones de adultos de 18 afios en adelante,
tenian sobrepeso de los cuales, mas de 600 millones eran obesos. Ademas en
este mismo afio mas de 42 millones de nifios menores de cinco afios de edad
tenian sobrepeso. Queda establecido, también que en el 2013 la diabetes mellitus
ocupaba el lugar niumero 1 de morbilidad hospitalaria en México (OMS, 2015;
INGI, 2013)

Una manifestacién del SM con obesidad central, que en las Ultimas dos décadas y
en la actualidad es la causa mas frecuente de enfermedad hepatica en los paises
de occidente es el HGNA y sus afectaciones como la EHNA cuyo mecanismo de
progreso esta relacionado con el exceso de lipidos y la muerte programada de los

hepatocitos.

Por lo tanto, elucidar el mecanismo por el cual las células hepéticas entran a la
muerte celular programada permitira un analisis del progreso del HGNA en el SM
hacia una situacion mas complicada la EHNA. Ademas, se busca como objetivo
establecer el mecanismo por el cual la acumulacion de los AG no esterificados
sustratos de la B-oxidacion tal como, el acido palmitico y el acido linoleico,
participan en la liberacion de cit ¢, proteina clave en el proceso de la apoptosis,
uno de los mecanismos involucrado en la muerte de hepatocitos, la perdida de la

masa hepética y por ende la insuficiencia hepatica.
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3. HIPOTESIS

El exceso de AGL (sustratos de la B-oxidacion) y la activacion de estos, lleva a la
disfuncion mitocondrial en el HGNA de un modelo con SM. Lo que incrementa la

liberacion de cit c y lleva a la célula a la apoptosis.
4. OBJETIVOS

Objetivo general

Investigar el efecto que tienen los sustratos de la B-oxidacion tal como el acido
palmitico y linoleico sobre la liberacion del cit ¢ en mitocondrias aisladas de higado

de un modelo de SM.

Objetivos particulares

» Investigar el efecto del SM sobre la funcion mitocondrial (consumo de
oxigeno en presencia de succinato y piruvato/malato en los estados Il y IV
en mitocondrias aisladas de higado de animales con y sin SM.

» Determinar el efecto que tienen los acidos grasos palmitico y linoleico
activados sobre el potencial transmembranal mitocondrial.

» Analizar la composicién de AG no esterificados de las mitocondrias aisladas
de higado y en el suero de animales con y sin SM.

» Evaluar el efecto del 4&cido palmitico y linoleico en presencia de Coenzima A
y ATP como cofactores de la B-oxidacién sobre la liberacion de citocromo ¢

en miticondrias aisladas de un modelo con y sin SM.
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5. METODOLOGIA

5.1 Recativos utilizados en los diferentes experimentos:

ADPs) (SIGMA) EDTA) (SIGMA) Na;COgzs) (SIGMA)
ATP) (SIGMA) EGTA) (SIGMA) Na,SO4)(SIGMA)
Acido palmiticogy (SIGMA)  H,SO4g) (SIGMA) Piruvato) (SIGMA)
Acido linoleicog (SIGMA) HEPES, (GoldBio) PCs) (SIGMA)
BSA() (Amresco) Hexanog (SIGMA) Sacarosas) (SIGMA)
Carnitina) (SIGMA) KCl) (SIGMA) Succinato) (SIGMA)
CCCP(s) (SIGMA) KoHPO, (SIGMA) Tris-Bases) (SIGMA)
CuSOys) (SIGMA) Malatos) (SIGMA) TFA) (SIGMA)
CoAs) (SIGMA) Malonil-CoAs) (SIGMA) TMRMg)(Molecular
Cloroformog, (J.T. Baker)  Manitol) (Biomedicals) Probes)
2,4-Dimetoxipropanoy, Metanolgy (Fermont)

(SIGMA) MgCly) (J.T. Baker)

Folin-Ciocalteug (SIGMA) NaOH,) (SIGMA)

5.2Desarrollo del modelo con SM

Se utilizaron ratas machos recién destetadas de la cepa Wistar. De 24 animales se
formaron dos grupos de 12 cada uno, el grupo “control” y el grupo “sindrome
metabdlico” (SM). El grupo “control” contd con acceso libre al alimento sdlido
comercial (LabDiet, formula 5001) y agua potable. Mientras que al otro grupo se le
indujo el SM mediante la administracion de una solucion de sacarosa al 30% junto

con el mismo alimento suministrado al primer grupo (Ruiz, 2012).

Finalizado el tratamiento de 24 semanas, los animales se pusieron en ayuno de 12
h para ser decapitados, se colectd6 muestra de sangre para aislar plasma, se
cuantifico la grasa intra-abdominal, se extrajé el higado para preparar mitocondrias

y realizar los experimentos.
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5.3Andlisis de los pardmetros bioquimicos plasmaticos

La sangre fue colectada en un tubo que contenia 0.1% EDTA y se centrifugd a 600
X g durante 20 min a 4°C. El plasma se suplementé con 0.005% de BHT como
antioxidante y se almacend a -70°C para posteriormente analizar el contenido
lipidico y realizar el andlisis quimico sanguineo.

Nota: el butil-hidroxitolueno (BHT), tiene una concentracién de 4 veces menor en
orden de magnitud respecto al volumen de los amortiguadores, por lo que su uso,

no produce efectos adversos en las determinaciones experimentales.

Los TG, la glucosa y el colesterol plasmaticos fueron cuantificados utilizando kits
comerciales (Coat-a-Count; DiagnosticProducts, Los Angeles, CA. USA) en
colaboraciéon con el Departamento de Endocrinologia del Instituto Nacional de

Cardiologia “Ignacio Chavez”.

La grasa intra-abdominal fue extraida de la cavidad retroperitoneal y de alrededor
de los dos rifiones y se pesoO inmediatamente utilizando una balanza gravimétrica
(OHAUS, EUA).

Previo a la decapitacion de los animales, estos se pesaron, utilizando una balanza
gravimétrica (OHAUS, EUA).

5.4 Extraccién de mitocondrias de higado

Se extrajo el higado de los animales, se homogenizo en una solucion
amortiguadora que contenia manitol 210 mM, sacarosa 70 mM, HEPES 5 mMy
EDTA 1 mM a pH=74 y a 4°C. El higado macerado se colocé en un
homogenizador tipo Potter. Posteriormente, se aislaron las mitocondrias mediante

centrifugacion diferencial, de la siguiente manera:

Se realizé una primera centrifugacion del homogenado a 747 x g utilizando una
centrifuga (Sorvall Superspeed RC2-B equipado con rotor SS 34, EUA) durante 10
min a 4°C. En esta etapa se guardd 1 mL del homogenizado en un tubo tipo

Eppendorf de 1.5 mL y se guardd a -70°C para posteriormente realizar un analisis
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lipidico de este y el resto del sobre nadante se centrifug6 a 11, 952 x g durante 10
min a 4°C. El precipitado se suspendié en la misma solucion de extraccion
conteniendo albumina sérica bovina (BSA) al 0.1% y se incubo6 a 4°C durante 10
min. Posteriormente, se centrifugd a 11,952 x g durante 10 min a 4°C. El
precipitado se suspendié en amortiguador de sacarosa 250 mM y Tris 10 mM en
un tubo tipo Eppendorf de 1.5 mL. (EI Hafidi et al., 2006).

5.5 Determinacion de proteina

La proteina de las mitocondrias aisladas de higado, fue cuantificada con el método
desarrollado por Lowry en 1951 (Lowry et al., 1951) el cual fue modificado como

se describe a continuacion.

Se prepararon tres soluciones: Solucion A (NaOH 1%), Solucion B (Na,CO3 1%) y
Solucion C (CuS0O,4 0.5%). Se realiz6 una mezcla (Solucion D) compuesta por la
solucion A, By C en relacion 98:1:1 (%). Se realiz6 una dilucion 1:100 del extracto
mitocondrial y del homogenizado total en NaCl al 0.9%. Posteriormente, se hizo
por triplicado lo siguiente: de esta solucién se tomaron 100 uL y se adicionaron
900 uL de la solucidn D y se agitaron con vortex. Después de 10 min de
incubacion a temperatura ambiente (Tamp), Se adicionaron 100 uL del reactivo
Folin-Ciocalteu 1IN y se incubaron las muestras durante 30 min a Tomp €n la
oscuridad. Paralelamente se realiz6 una curva de calibracion utilizando BSA a 0,
10, 20, 40 y 60 pg y se trataron de la misma forma que las muestras. Después de
la incubacién con Folin-Ciocalteu se registré la absorbancia en un
espectrofotometro (Beckman DU640 UV-Vis, Kraemer CA. USA) a una longitud de
onda de 750 nm. La curva de calibracién que corresponde a la absorbancia en
funcién de las concentraciones de BSA es lineal y obedece la ley de Beer
Lambert, lo que permitié determinar la concentracién de proteina presente en las

muestras de mitocondrias.
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5.6. Funcién mitocondrial

El consumo de oxigeno se basa en la lectura polarogréfica del consumo de
oxigeno por medio de un electrodo tipo Clark. Este electrodo esta constituido por
un catodo de platino y un anodo de Ag/AgCl. El catodo de platino esta separado
de la muestra por una membrana permeable al oxigeno (por ejemplo de
polipropileno). El potencial del cdtodo se mantiene constante a -0,65 V. En
ausencia de oxigeno, la intensidad de corriente es casi cero. A medida que el
oxigeno de la muestra difunde a través de la membrana del electrodo, se va
reduciendo en el catodo, lo que origina un aumento de la corriente eléctrica que es

proporcional a la presencia de oxigeno en la muestra (Fuentes et al., 1998).

Se incubaron 500ug de proteina mitocondrial a 30°C en un 1.5 mL de medio KHE
que contenia KCIl 125 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM, K;HPO42 mM y MgCl, 5
mM y succinato (succ) 10 mM o malato/piruvato (M/P) al 5/3mM, respectivamente
como sustratos oxidativos. Las mitocondrias fueron incubadas con ADP 250 uM
para inducir el estado Il de la respiracion (consumo de O, acoplada a la sintesis
de ATP), mientras que el estado 4 corresponde al consumo de O, después del
agotamiento de la ADP con succ o M/P. Por ultimo se calculé el control
respiratorio, el cual es un indicador de la integridad mitocondrial y se calcula
dividiendo la velocidad en nmol O,/ min/ mg de proteina del estado 3 entre la
velocidad en nmol O,/ min/ mg de proteina del estado 4 (Ruiz, 2012; Vazquez et
al., 2005).

5.7 Analisis de AG no esterificados en plasma, en homogenado y en
mitocondrias aisladas de higado.

En tubos de vidrio de 100 x 13 mm (PIREX) se colocaron 10 mg de proteina
mitocondrial o 10 mg de proteina sobrenadante o 100 puL de suero, para la
extracciéon de AG de cada muestra por separado. Se adicionaron 50 pL de &cido
margarico (1mg/ml) como estandar interno a 4°C y se ajustdé a 1 mL con solucion
salina. A la mezcla se le agregé 1 mL de metanol grado HPLC con BHT 0.002%

como protector de los acidos grasos poliinsaturados de la oxidacion, se agito con
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vortex durante 30 s. El siguiente paso se realizd 3 veces: se agregaron 2 mL de
cloroformo grado HPLC con BHT 0.002%. Posteriormente, se realiz6 una
centrifugacion a 956 x g por 2 min a Tamp. Se recupero la fase organica (inferior)
en tubos limpios. Se agregé 1 g de Na,SO, anhidro para eliminar el exceso de
agua, se filtrd el sobrenadante usando un algodén y se evaporo con Ny ). Una vez
evaporado el solvente y obtenido el extracto lipidico se derivatizo colocando 1 mL
de metanol con BHT 0.002%, 100 pL de 2,4-Dimetoxipropano y 10 puL de H,SO,4
grado analitico se agito con vortex durante 30 s y se incubo durante 15 min a Tamp.
Posterior a la incubacion se colocd 1 mL de NaCl al 5% y 2 mL de hexano grado
HPLC con BHT 0.002% y se agitd con vortex durante 30 s. La mezcla se
centrifugé a 956 x g durante 3 min a T,mp. Terminada la centrifugacion se
recupero en tubos limpios la fase organica (superior) y se evaporo con N3 (). Los

tubos con el extracto lipidico se colocaron a -20°C hasta su analisis.

Para la cuantificacion del contenido de los AG no esterificados, al extracto lipidico
se le agregaron 50 pL de hexano grado HPLC y se inyecto 1 pL de esta solucién
en un cromatografo de gases (Shimadzu) con detector de ionizacion de flama
(FID, por sus siglas en inglés), Heg como gas vector y columna capilar de silica
fundida tipo SP2300 de 30 mm y 0.25 mm de diametro interior. Utilizando una
temperatura de 250°C para el inyector/detector y una temperatura inicial de 170°C
y 220°C final para la columna. El tiempo de corrida fue de 25 min con un flujo de 1
mL/min de He() (Vazquez et al., 2005).

5.8 Liberacion de citocromo ¢

Se incubaron 500 ug de mitocondrias aisladas de higado de animales controles y
SM, a 30°C y a 100 rpm durante 10 min en un amortiguador con sacarosa 150
mM, KCl 50 mM, Tris-Base 5mM, EGTA 10 pM y KH,PO4 250 uM a pH 7.4 y
diferentes cofactores, tales con palmitoil-carnitina (PC), palmitoil-CoA y malonil-
CoA, AGL, ATP y CoA.

Al final de la incubacion las mitocondrias aisladas fueron centrifugadas a 13,416 x
g durante10 min a 4°C, se recuperd el sobrenadante que se analiz6 por HPLC

41



para la cuantificacion del cit c. Se utilizé una columna fase reversa NOVA PACK
C4 de un tamafio de particula de 5 micras y un poro de 300 A y de tamafio de 150
x 4.5 mm. Una fase movil que consistio en una mezcla de A: H,O con acido
trifluoroacetico (TFA) 0.1% y B: acetonitrilo-H,O 80-20% (v/v) con TFA 0.1 %. El cit
c fue eluido con un gradiente en la fase A/B (65:35% (v/v)) a la A/B (30:70%(Vv/v))
durante 15 min con un flujo de 1 mL/ min. La cuantificacion del cit ¢ se realiz6 por
medio de una curva estandar analizando cit ¢ de bovino comercial a diferentes
concentraciones de 50 ng hasta 250 ng. Existen diferentes otros metodos para
analizar el cit ¢ pero requiren diferentes etapas extra para la preparacion de la

muestra. Ademas no son mas sensibles y cuantitaitvos que el HPLC.

5.9. Potencial Transmembranal

El equipo empleado para determinar el potencial transmembranal en mitocondrias
aisladas del modelo, fue un espectrofluorémetro Perkin EImer modelo LS-50-B con
software FL WinLab y agitacion magnética, manteniendo una temperatura de
30°C, durante todo el experimento. Se utilizé el fluoréforo tetrametilrodamina metil-
ester (TMRM) a una contracion de 0.125 uM, el cuél es un cation lipofilico que se
acumula en la matriz mitocondrial. EI bombeo de protones de la matriz
mitocondrial al espacio intermembranal, a través de los complejos |, Il y IV deja a
la matriz con carga negativa y el espacio intermembranal con carga positiva. Esta
diferencia de carga permite que el tetrametilrodamina metil-ester traspasa del
espacio intermembranal hacia el lado interno de la membrana interna mitocondrial,
lo que resulta en un “quenching” de la fluorescencia que es proporcional al
potencial electrico generado por la mitocondria. Las longitudes de onda utilizadas
fueron 550 nm excitacién y 590 nm emision. El potencial se disip6 al adicionar
cianocarbonil-m-cloro-fenilhidrazona (CCCP). En una celda de cuarzo se incubo
500 ug de proteina mitocondrial en amortiguador con KCI 125mM, EGTA 10 mM,
KH2PO4 2mM, junto con el fluoréforo TMRM después de un minuto necesario para
estabilizar la fluorescencia incial se adiocionan cofactores de la B-oxidaciéon y los
AG (4c. palmitico o &c. linoleico) dependiendo del experimento a realizar.
Inicialemente se determiné el potencial transmembranal total, adicionando

succinato 10 mM o P/M 5/3 mM respectivamente al primer minuto, y a los 5 min
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aproximadamente se agregé CCCP 0.25 mM. Para los experiemntos que implican
los AG no esterificados en presencia de los cofactores de la B-oxidaciéon se utilizo
ATP 0.0625 mM, CoA 0.0125 mM, acido palmitico 0.002 mM o acido linoléico
0.0016 mM. Adicional a esto, a los 5 min aproximadamente se agregd carnitina
0.0125 mM y ADP 0.25 mM.

5.10. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SigmaPIlot version 11. Todos los
valores estan expresados como la media + error estandar (EE). Se realizé el
estudio comparativo, entre los animales con tratamiento y los animales controles
utilizando ANOVA de una via seguida de la prueba de comparaciones multiples
Turkey. Las diferencias significativas de las variables implicadas, fueron
consideradas a un valor de p<0.05, por lo tonto se puede rechazar para estos
valores la suposicion de que las diferencias sean debidas a la variabilidad

bioldgica.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas generales del modelo

La Tabla 3 muestra los parametros bioquimicos sanguineos analizados del plasma
de los animales con SM y animales controles (C), al final de las 24 semanas del
tratamiento con sacarosa.

La grasa intra-abdominal, los TG plasmaticos asi como la presion arterial se
encuentran significativamente aumentados en los animales con SM en
comparacién con los animales C. En cuanto al peso corporal, la glucosa y el
colesterol no presentarén diferencias significativas entre los animales con SMy C.
El colesterol-HDL es ligeramente menor en los animales con SM pero no alcanza

diferencia significativa.

Tabla 3. Caracteristicas generales del modelo experimental.

Variables C SM

Peso corporal () 524 + 16 520+ 15
Grasa intra-abdominal (g) | 5.14 0.4 1219+09*
TG Plasma (mg/ dL) 66.64 + 7.2 102.14 £ 12.5*
Presién arterial (mmHg) 121.0+2.2 148.2 + 4.2
Colesterol Total (mg/ dL) 57.28 3.9 57.77 + 2.37
Colesterol-HDL (mg/ dL) 4390+ 34 3742 +1.7
Glucosa (mg/ dL) 112.97 £ 5.4 101.82+4.5

Los valores estan expresados como la media + EE (n=9 animales diferentes).

Estos valores fueron obtenidos al final del tratamiento. *p<0.05 vs el grupo C.
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6.2 Composicion de AG no esterificados en el suero, homogenado y
mitocondrias aisladas de higado de animales con SMy C.

6.2.1 Analisis de suero de animales con SMy C

La Tabla 4 muestra un aumento estadisticamente significativo (p<0.05 vs C) en
contenido de los &cidos saturados: palmitico y estearico. También se observa un
aumento en el contenido de AG no esterificados monoinsaturados como son: el
acido palmitoléico (C16:1n-7), el acido oléico (C18:1n-9).

El AG no esterificado poliinsaturado araquidénico (20:4n-6) presenta un
incremento significativo en el suero de los animales con SM en comparacion con
los animales C.

Mientras el acido docosahexaenoico presenta una disminucién significativa en los
animales con SM en comparacion con los animales controles. El aumento
observado en los diferentes AG se refleja en un aumento del contenido total de AG
no esterificados en suero de animales tratados con sacarosa que en animales

controles y presenta diferencia significativa estadisticamente (p<0.05).

Tabla 4. Composicion de AGNE en el suero de animales con SM y controles

AG no estrificados C SM
Palmitico 0.177 + 0.006 0.260 + 0.025*
Palmitoléico 0.007 + 0.003 0.031 +£0.011*
Esteérico 0.074 £ 0.006 0.101 +£0.011*
Oléico 0.041 + 0.006 0.055 + 0.007*
Linoleico 0.033 + 0.005 0.028 + 0.004
Araquiddnico 0.013 + 0.004 0.040 £ 0.006*
DHA 0.018 + 0.008 & 0.003 + 0.001
TOTAL 0.366 + 0.018 0.518 + 0.044*

Los valores estan expresados en mM de AG en suero y como la media = EE (n=
6 animales diferentes). Estos valores fueron obtenidos al final del tratamiento.

*p<0.05 vs el grupo C. DHA: acido docosahexaenoico.
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6.2.2. Analisis de sobrenadante de higado de animales con SM v controles

El sobrenadante del homogenizado de higado corresponde a la fraccién obtenida
después de sedimentar las mitocondrias del homogenizado de higado de
animales con SMy C.

Se observa en la Tabla 5 que la concentracion total de AG no esterificados en el
sobrenadante es reducida comparada con la concentracién de estos en las
mitocondrias. Pero de igual manera que las mitocondrias el contenido en acido
palmitico, palmitoléico y oléico es significativamente (p<0.050) mayor en animales

con SM que en controles.

Tabla 5. Composicion de AGNE en sobrenadante de homogenizado de higado de

animales con SM ycontroles.

AG no esterificados C SM

Palmitico 12.62 £0.42 20.48+1.20 *
Palmitoléico 0.36 + 0.06 2.31+0.76 -
Esteérico 10.54+ 1.07 8.28+ 0.63
Oléico 3.84 + 042 8.49+1.17*
Linoléico 4.65+ 0.21 5.12+ 0.87
Araquiddnico 4.48+ 0.54 3.07+£0.29
DHA 1.38+£0.14 1.45 +£0.08
TOTAL 37.87+ 2.00 50.19 +3.62 *

Los valores estan expresados en nmol /mg proteina y como la media + EE (n= 6
animales diferentes). Estos valores fueron obtenidos al final del tratamiento.

*p<0.05 vs el grupo C. DHA: acido docosahexaenoico.

6.2.3 Analisis de mitocondrias de animales con SM vy controles

En mitocondrias aisladas de higado de animales con SM y controles, se observo
diferencia significativa (p<0.05 C vs SM) en los acidos: palmitico, palmitoleico,
oleico, docosahexaenoico (DHA) y en la cantidad total de los acidos grasos no
esterificados los cuales se encuentran en mayor cantidad en mitocondrias de

animales con SM que en mitocondrias de animales controles (Tabla 6).
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con SMy controles.

Tabla 6. Composicion de AGNE en mitocondrias aisladas de higado de animales

AG no esterificados C SM
Palmitico 14.03 + 0.64 21.22 + 2.80*
Palmitoleico 0.24 £ 0.06 1.85+0.43*
Esteérico 13.69+ 1.01 13.56 + 1.57
Oleico 2.73+ 0.30 6.12 + 0.89*
Linoleico 6.91 + 0.62 8.36 £ 0.51
Araquidonico 10.20 £ 1.04 10.11 £0.73
DHA 3.66 +0.71 5.73 + 0.96*
TOTAL 51.47 £ 3.76 66.94 + 7.06*

Los valores estan expresados en nmol/mg proteina y como la media £ EE (n= 6
animales diferentes). Estos valores fueron obtenidos al final del tratamiento.
*p<0.05 vs el grupo C. DHA: acido docosahexaenoico.

6.3 Funcién mitocondrial. Control Respiratorio

El control respiratorio (CR) indica el estado funcional de las mitocondrias aisladas
y representa el cociente del consumo de oxigeno durante el estado Il (en
presencia de ADP) y el estado IV que corresponde al consumo de oxigeno
después del agotamiento del ADP. En la Tabla 7 se observa que en las
mitocondrias con SM, el consumo de oxigeno en el estado Il y IV y en presencia
de piruvato/malato como sustrato oxidativo, no difiere del consumo de oxigeno por
las mitocondrias controles. Por consecuencia no hubo diferencia significativa el CR
entre ambos grupos. Por otro lado la oxidacion del malato induce mayor consumo
de oxigeno en el estado Il y IV en mitocondrias con SM en comparacion con las
controles. Sin embargo el CR no muestra diferencia significativa entre ambos

grupos.
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Tabla 7. Controles respiratorios de mitocondrias aisladas de higado.

Variables C SM
CR (P/M) 7.24+0.3 7.9+0.3
Estado Il 98.7+15.8 92.4+14.8
Estado IV 13.5+1.8 11.742.1
CR (Malato) 7.5+0.5 7.4+1.06
Estado Il 67.8+6.8 133.4+9.2*
Estado IV 9.3+1.3 19.742.7*

Los valores estan expresados como la media = EE (n=5 animales diferentes). El
consumo de oxigeno en los estados Il y IV esta expresado como nmol O,/ min/
mg de proteina y esto fue realizado en presencia de de piruvato/malato (P/M: 5/3

mM) o en presencia de 1 mM de malato (M). *p< 0.050 vs el grupo C.

6.4. Liberacion del cit ¢ de mitocondrias aisladas de higado de un modelo

con SMy el grupo C.

En la Figura 8 se observa que en condiciones basales (sin sustrato) la liberacion
del cit ¢ en mitocondrias con SM es menor que en controles, y que la incubacién
de las mitocondrias con el palmitoil-CoA sustrato de la B-oxidacion (PCoA) a
diferentes concentraciones (40 y 80 nM) aumenta moderamente la liberacion del
cit-c en controles pero en mitocondrias con SM el PCoA exacerba la liberacion de
cit c a 80 nM. Este efecto fue inhibido por el malCoA a altas concentraciones (80 y

120 nM) en ambas mitocondrias.
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p<0.05

Figura 8. Efecto del palmitoil-CoA (PCoA) y malonil-CoA (MalCoA) a diferentes
concentraciones sobre la liberacidon del cit ¢, en mitocondrias asiladas de higado
de un modelo con SM (barras negras) y C (barras blancas). Los valores estan
expresados como la media + EE (n=3 animales diferentes). *p<0.05 vs el grupo C

respecto a cada experimento.

La Figura 9 muestra que en condiciones basales (sin sustrato) las mitocondrias
con SM liberan menos cit ¢ que las mitocondrias del grupo C. Sin embargo, la
incubacion de las mitocondrias con el acido palmitico en en presencia de ATP y
Coenzima-A (cofactores necesarios para activar el acido palmitico para el
transporte y su B-oxidaciéon en la mitocondria), aumenta la liberacién de cit ¢ en
mitocondrias aisladas de higado con SM en comparacion a las del grupo C. Cabe

aclarar, la liberaciéon del cit ¢ no se ve exacerbada al incubar las mitocondrias con
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el solvente dimetil sulfoxido (DMSO) como vehiculo del acido palmitico y con los
cofactores (ATP y CoA) solos o en conjunto. Sin embargo, la liberacion del cit ¢ se
exacerba al adicionar la carnitina a los cofactores y el acido palmitico, en
mitocondrias con SM comparandola con la cantidad total del cit ¢ liberado en

condiciones basales de estas mismas mitocondrias.
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Figura 9. Efecto del acido palmitico (C16:0) en presencia de cofactores de la [3-
oxidacion sobre la liberacion del cit ¢ en mitocondrias aisladas de higado en un
modelo con SM (barras negras) y control (barras blancas). Los valores del cit c,
estan expresados en pmol/mg de proteina mitocondrial y estan expresados como
la media = EE (n=3 animales diferentes). *p< 0.05 vs el grupo C (condicion basal)
y **p< 0.05 vs SM+CoA+ATP+C16:0.

La Figura 10 muestra que el acido linoléico en presencia de cofactores de la B-
oxidacion inducen mayor liberacion de cit c en mitocondrias aisladas de higado de

ambos animales con y sin SM.

50



En presencia de carnitina la liberacion de cit ¢ es aun mucho mas pronunciada

siendo mas sensibles las mitocondrias aisladas de los animales con SM.
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Figura 10. Efecto del acido linoléico 18:2 (9,12) en presencia de cofactores de la
B-oxidacion sobre la liberacion del cit ¢ en mitocondrias aisladas de higado en un
modelo con SM (barras negras) y control (barras blancas). Los valores del cit c,
estan expresados en pmol/mg de proteina mitocondrial y estan expresados como
la media £ EE (n=3 animales diferentes). *p< 0.05 vs el grupo C y **p< 0.050 vs
SM CoA+ATP+18:2 n-9,12.

En cuanto al palmitoil-carnitina (PC) un produto de la transferencia del grupo
palmitoil del palmitoilCoA a carnitina por medio de la CPT1, la Figura 11 muestra

un efecto dosis respuesta del PC sobre la liberacion del cit ¢ tanto en mitocondrias
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aisladas de higado de animales con SM como las de animales controles (C).
Ademas este efecto no depende del malato como sustrato del ciclo de Krebs. Se
observa que a baja concentracion de PC el aumento en la liberacion del cit c es
menor en las mitocondrias con SM en comparaciéon con las controles. Sin
embargo, a alta concentracion de PC 100 uM se induce la liberacién de cit ¢ con la

misma magnitud en ambas mitocondrias (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la Palmitoil-Carnitina (PC) a diferentes concentraciones
sobre la liberacion de cit ¢ en mitocondrias aisladas de higado en un modelo con
SM (barras negras) y control (barras blancas). Los valores estan expresados como
la media + EE (n=3 animales diferentes) y estan expresados en pmol de cit c/mg
de proteina mitocondrial. *p< 0.05 vs el grupo C; ** p< 0.05 vs SM+ PC (50uM) +
Malato y ¥p< 0.05 vs PC (50uM).
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6.5 Fucnién mitocondrial. Potencial transmembranal

En presencia de sustratos oxidativos tales como succinato o P/M, las mitocondrias
generan una fuerza protonmotora que se refleja en un disminucion de la
fluorescencia del TMRM. Esta variacion de fluorescencia es indicatora de la
translocasion de protones de la matriz hacia el espacio intermembranal por medio
de los complejos |, Il y IV. Ese proceso induce un “quenshing” de la flurescencia
del TMRM debido de su atraccion por la carga negativa del lado interno de la MIM.
La adicion del CCCP induce la translocacion de los protones desde el espacio
intermembranal hacia la matriz produciendo un colapzo del potencial
transmembranal mitocondrial y un aumento en la florescencia debido al
movimiento del TMRM hacia el espacio intermembranal. La Figura 12, ilustra el

cambio de la fluorescencia del TMRM en diferentes condiciones experiementales.

1) Trazo azul: oxidacion del sustrato succinato>ADP->CCCP.

2) Trazo verde: desacoplamiento en la mitocondria debido al acido palmitico +
ATP y CoA (induccion de la activacion del acido palmitico)-> entrada del
acido palmitico a la matriz mitocondral con la adiciébn de carnitina
(recuperacion del potencial transmembranal)->CCCP.

3) Trazo rojo: desacoplamiento en la mitocondria debido al acido linoleico +
ATP y CoA (induccion de la activacion del &cido linoleico)> entrada del
acido palmitico a la matriz mitocondral con la adiciébn de carnitina

(recuperacion del potencial transmembranal)>CCCP

La Figura 12A muestra el cambio del potencial en mitocondrias aisladas de higado
de animales controles y la figura 12B muestra el cambio en mitocondrias aisladas

de higado de animales SM.
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Figura 12. Potencial transmebranal en mitocondrias aisladas de higado: efecto del
acido palmitico en mitocondrias aisladas de higado del grupo C (Figural2A) y
mitocondrias aisladas de higado del grupo con SM (Figural2B).

El tratamiento de los animales con SM, no alterd significativamente AF que se
refleja en el potencial transmembranal de la mitocondria oxidando succinato. En
presencia de ADP el AF disminuye pero no alcanza diferencia significativa. La
reduccion de AF se relaciona con un disipacion del potencial por translocacion del
proton a traves del complejo V fosforilando el ADP vy la formacion de ATP (Figura
13).
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Figura 13. Efecto del acido palmitico sobre el potencial transmembranal de
mitocondrias aisladas de higado de animales controles (barras azules) y animales
con SM (barras negras). Los valores estan expresados como el AF del potencial
transmembranal y como la media + EE (n= 3 animales diferentes). "p<0.05 vs succ
SM, **p<0.05 vs succ + ADP C p<0.05 vs 16:0 SM y "p<0.05 vs ATP + CoA +
Carnitina SM.
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La incubacion de las mitocondrias con acido palmitico induce un disminucion en la
fluorescnecia del TMRM que se refleja en un colapso el potencial transmembranal
en ambas mitocondrias siendo mas sensibles las mitocondrias controles (Figura
13). Sin embrago, en presencia de los cofactores de la B-oxidacion (CoA y ATP)
se observa un aumento en la fluorescecia que indica una generacion de un
potencial menor pero significativo en comparacién con el colapzo inducido por el
palmitico solo. Por otro, lado la adicion de ADP o carnitina aumenta la
fluorescencia de una manera mucho mas importante que en ausencia de ADP y

carnitina (Figura 13).
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7. DISCUSION

Las mitocondrias desempefian un papel importante en la sobre-vivencia de las
células por la sintesis de ATP y en el proceso de la muerte celular programada por
la liberacion de diferentes proteinas pro-apoptoticas (Granville y Gottlieb, 2002;
Muller et al., 2012). Por lo tanto, las mitocondrias son un organulo central en
diversas condiciones patolégicas como el cancer, la diabetes, la obesidad, la
isquemia/reperfusion, o los trastornos neurodegenerativos como las enfermedades
de Parkinson y Alzheimer (Bouchier-Hayes et al., 2005). Dando a esté organulo un
objetivo potencial para la intervencion terapéutica (Bouchier et al., 2005; Camara
et al., 2010).

En este trabajo se observo que el consumo de sacarosa induce acumulacion de
grasa en la cavidad intra-abdominal asi como un aumento de los TAG en el
torrente sanguino. Ademas se observé un aumento en los AG no esterificados
circulantes en homogenizado de higado y en las mitocondrias. La acumulacion de
AG no esterificados en el higado es probablemente debida a una mayor actividad
lipogénica y una mayor actividad glucolitica.

Por lo tanto, la acumulacién de TAG y AG no esterificados en los hepatocitos
caracterizan el HGNA, que es una manifestacion del SM. Los AG no esterificados
han sido descrito como lipotéxicos por sus interacciones con la mitocondria
induciendo estrés oxidativo y desacoplamiento de la sintesis de ATP asi como la
liberacion de proteinas pro-apoptéticas tales como el cit ¢ (Yong-Ling et al., 2008;
Mantzaris et al., 2011).

Se ha propuesto que la muerte celular programada de los hepatocitos, es el
mecanismo del progreso del higado graso hacia un estado de insuficiencia
hepatica inducido por la pérdida de la masa hepética (Browning y Horton, 2004).

El higado es un actor central en la homeostasis de la energia de todo el cuerpo
por su capacidad de metabolizar glucosa y AG. En condiciones de exceso de
ingesta de hidratos de carbono para generar ATP y después de la reposicion de
las reservas de glucogeno, los hidratos de carbono se convierten en AG

(lipogénesis) para su uso en la sintesis y almacenamiento de TG en el tejido
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adiposo (Reddy y Rao, 2005). Asi mismo, aunque la funcion del tejido adiposo
blanco es esencialmente el depdsito de TG, el higado también es capaz de
almacenar cantidades significativas de los lipidos en condiciones de consumo
prolongado de dieta hipercaldrica o por alteraciones metabdlicas. La oxidacion de
AG es aproximadamente proporcional a la concentracion plasmatica de AGL
movilizados desde del tejido adiposo al torrente sanguineo. La movilizacion de AG
es estimulada por glucagon y otras hormonas e inhibida por la insulina. Nuestros
animales con sacarosa presentan alta concentracion de AG no esterificados en la
circulacién y sobre todo en en el higado, que reflejan la resistencia a la insulina
pues esta, es asociada con una mayor movilizacién de los AG no esterificados.
Cabe mencionar que los AG no esterificados son productos de una alta actividad
lipolitica en el tejido adiposo. Debido a esto en el SM, los AG no esterificados son
un denominador comun entre la obesidad, la hipertension y la resistencia a la
insulina (Martinez et al., 2005).

La alta concentraciéon de AG no esterificados en el higado de los animales con
sacarosa puede ser debido a una mayor movilizacion de AG no esterificados del
tejido adiposo debido a la resistencia a la insulina. También puede ser debida a
una mayor actividad lipogénica en el higado por la disponibilidad del acetil-CoA y
malonil-CoA que son precursor de la biosintesis de AG e inhibidor del transporte
de AG en la mitocondria respectivamente. La [B-oxidacibn de AG en las
mitocondria requiere de la actividad de la carnitina palmitoil transferasa | (CPTI)
sensible a inhibicion por el malonil-CoA. Las perturbaciones en la oxidacién de los
AG también contribuyen en el almacenamiento excesivo de lipidos en el higado.
La B-oxidacion esta regulada por la actividad de la carnitina palmitoiltransferasa |
(CPTI), la concentracion de carnitina y por el malonil-CoA que inhibe la CPTI
(Reddy y Hashimoto, 2001; Rao y Reddy, 2004).

El HGNA se caracteriza por alteraciones en el metabolismo de los AG, donde la
alta acumulacion de AGL puede provenir también de la hidrdlisis de triacilgliceroles
almacenados en el higado. Esta hidrolisis contribuye al aumento en la

concentracion de acidos grasos en el homogenizado y en la mitocondria. La B-
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oxidacion de los AG no esterificados es fuente de energia para tejidos tales como
el corazén, higado, musculo esquelético y rifion (Kawano y Cohen, 2013).

En el higado, la acumulacion de AG no esterificados estd asociada con
acumulacion de sus productos de activacion los acil-CoA que son precursores de
acil-carnitina, los cuales atraviesan la membrana mitocondrial por medio del
translocador de acil carnitina que se convierte en acil-CoA de nuevo por medio de
la carnitina-palmitoil-aciltransferasa Il (CPTII) (Yan et al., 2015). Por otro lado, se
ha descrito que la sobre expresion de la acil-CoA sintetasa promueve la muerte
celular programada (Reinartz et al., 2010) probablemente debido a una mayor
acumulacion de los AG acil-coA. En este trabajo no se ha determinado el nivel de
acil-CoA en los animales alimentados con sacarosa; sin embargo, la acumulacién
de AG no esterificados predice un aumento en los acil-CoA. Al incubar la
mitocondrias aisladas de higado con bajas concentraciones de acido palmitico
libre en presencia de ATP y CoA para la biosintesis de palmiotoil-CoA aumenta la
liberacibn de cit ¢, una proteina clave en el proceso de la muerte celular
programada. Este resultado sugiere que el palmitoil-CoA tiene un efecto directo
sobre la liberacidén de cit c. Sin embargo, en presencia de carnitina la liberacion
exacerbada del cit ¢ en mitocondrias aisladas de higado de animales con SM en
comparacion con las mitocondrias controles, sugiere también la implicacion de la
palmitoil-carnitina (PC).

La carnitina mitocondrial juega un papel importante en el transporte del palmitoil-
CoA como PC a través de la membrana interna mitocondrial para convertirse en
pamititoil-CoA por la CPTII substrato directo de la B-oxidacion en la matriz
mitocondrial (Kerne y Hoppel, 2013).

En trabajos previos se ha reportado que el consumo de sacarosa induce cambios
en la composicion de los lipidos de la membrana mitocondrial. Estos cambios
estan relacionados con la acumulacion de los AG saturados y mono-insaturados y
con un cambio en la composicién de la cardiolipina, un fosofolipido de caréacter
anionico y especifico de la membrana interna mitocondrial (MIM) (Ruiz et al.,
2015). En condiciones fisiolégicas, mas del 90% de la cardiolipina esta compuesta

de &cido linoléico, un acido graso poliinsaturado susceptible a la oxidacion por las
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ERO que se generan en la mitocondria durante la transferencia de electrones en la
cadena respiratoria mitocondrial. La peroxidacion de la cardiolipina juega un papel
fundamental en la liberacion del cit c. Se ha descrito que las mitocondrias aisladas
de los animales con SM generan mayor cantidad de H,O, pero liberan cit c en
cantidades menores que las mitocondrias controles (Ruiz et al., 2015)
probablemente debido a un cambio en la composicién de la cardiolipina que es
enriquecida en acidos saturados y mono-insaturados tal como el palmitico y el
palmitoléico, y que son menos susceptibles a la oxidacion en condiciones de SM.
Sin embargo, el aumento en la liberacion de cit ¢ inducido por el acido palmitico o
linoléico, en presencia de Co-enzima A y en presencia de ATP sugiere un
mecanismo que implica interacciones directas entre los acil-CoA u acil-carnitina y
con el cit ¢, induciendo su disociacion de la membrana interna mitocondrial y su
salida a través de la membrana externa mitocondrial. Los AG activados atraviesan
la membrana externa e interna para ser oxidados via la B-oxidacion, pero también
interactdan con la membrana induciendo cambios en el potencial transmembranal
evaluado por el movimiento de los protones de la matriz hacia el espacio inter-
membranal por medio de la fluorescencia de la rodamina que es un cation
lipofilico. Los &cidos palmitico y linoléico han sido descritos como agentes
desacoplantes (Murray et al., 2014) y también juegan papeles estructurales y
funcionales complejos en las células eucariotas. Los AG tienen efectos
prominentes en la membrana interna mitocondrial, donde inducen una disipacion
del gradiente electroquimico de protones generado por la cadena respiratoria
miticondrial a través del complejo I, Il y IV (Wojtczak y Wieckowski, 1999) vy
promueven la apertura del poro de transicién de permeabilidad (PTP), un canal de
alta conductancia (Giorgio et al., 2012) que induce la liberacion de proteinas
mitocondriales apoptogénicas en el citosol. Por lo tanto, los AG no esterificados
son previsiblemente complejos, debido a su papel como agentes desacoplantes y
reguladores de canales idnicos (Penzo et al., 2002).

La adicion de carnitina, Co-enzima A y ATP en presencia de los acidos grasos
palmitico y linoléico y su efecto protector contra el colapso del potencial

transmembral inducido por los acido grasos sin cofactores sugiere que el
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transporte y la B-oxidacion de los acidos grasos en presencia de los diferentes
cofactores generan sustratos oxidativos como acetil-CoA que entra en el ciclo de
Krebs para la generacién de donadores de electrones que se transfieren a través
de la cadena respiratoria mitocondrial evitando el colapzo del potencial trans

membranal inducido por los AGNE.

8. CONCLUSIONES
% La liberacién de citocromo ¢ de las mitocondrias aisladas de higado del

*0

modelo con SM es menor que la de mitocondrias controles oxidando
piruvato/malato o malato.

% EIl acido palmitico y linoléico en presencia de CoA y ATP induce un
aumento en la liberacion de cit ¢ en ambas mitocondrias, siendo mas
sensibles las mitocondrias con SM.

% El palmitoil-carnitina (PC) sustrato directo de la carnitina translocasa y de la
beta-oxidacién induce un aumento dosis-respuesta en la liberacién de cit c.

+ Estos resultados sugieren que el efecto del acido palmitico y del linoléico
requiere de su activacion y translocacion hacia la matriz mitocondrial, para
inducir la liberacion del cit c.

+ La adicion de Co-enzima A y ATP en presencia de acido palmitico protege
contra el colapso del potencial transmembranal inducido por el acido graso
sin cofactores y esto se ve favorecido cuando el 4cido graso esta presente

como palmitoil-carnitina.

9. PERSPECTIVAS
» Evaluar el efecto que tienen los &cidos grasos libres sobre el control
respiratorio mitocondrial.
» Estandarizar con una curva de calibracion concentracion de TMRM vs
fluorescencia, para conocer el valor del potencial transmembranal (AY)
cuando se agregan los AG libres y cuando estos son activados e indicidos

a su oxidacion.
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