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ENFERMEDAD GRASA DEL HIGADO NO ALCOHOLICA.

1. Concepto:

Desde la década de los cincuenta se conoce la existencia de lesiones
histopatoldgicas hepaticas similares a las que se encuentran en sujetos
alcoholicos pero que se presentan en personas que no consumen alcohol en
exceso. Por ejemplo, Zelman (1), en 1952, y Werswater y Fainer (2), en 1958,
publicaron series de pacientes obesos no bebedores con esteatosis hepatica
significativa y cambios necroinflamatorios asociados a fibrosis. Thaler, a lo
largo de los afios 60 y comienzo de los 70, comunicé en diversas ocasiones el
hallazgo de lesiones aparentemente alcohdlicas en sujetos no bebedores. Por
esta razon, propuso sustituir el término de hepatitis alcohdlica por el de
“hepatitis grasa”, “Fettleberhepatitis” o “esteatohepatitis” (3 — 5). También
Leevy publicé otra serie mucho mas extensa, de 270 pacientes, con esteatosis
hepatica de los que 64 no eran bebedores (6). Casos aislados y observaciones
similares se siguieron publicando durante los afios sesenta y setenta en
obesos (7 — 9), en diabéticos (10 — 12) y en sujetos sometidos a derivacion
quirdrgica yeyuno-ileal por obesidad morbida (13, 14). Estas lesiones
recibieron multitud de nombres a lo largo de esos afios, entre los que destacan
los de hepatitis grasa, hepatopatia de la obesidad, cirrosis nutricional, cirrosis
diabética no alcohdlica, hepatitis diabética, esteatohepatitis idiopatica,
esteatofibrosis, esteatonecrosis 0 hepatopatia pseudoalcohdlica, entre otras. A
pesar de todas estas descripciones, por aquellos afos, se dudaba de la
existencia real de esas lesiones con independencia del alcohol y se creia que
realmente se trataba de sujetos bebedores que negaban el consumo de
etanol. En 1980, Jurgen Ludwig, patélogo de la Clinica Mayo, describié 20
pacientes obesos, diabéticos y no bebedores que presentaban alteraciones
histolégicas en la biopsia hepética idénticas a las de la hepatopatia alcohdlica
y acufié para ellas el término de esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) (15).
En este estudio inicial, el 90% de los casos eran obesos, el 60%, mujeres, el
25% tenian hiperlipidemias y el 25% padecian una diabetes mellitus tipo 2.
Este trabajo inicial, sin embargo, se basaba en un numero reducido de

pacientes e incluia algunos que podrian haber tenido otras causas para sus
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alteraciones histolégicas. Por ejemplo, dos eran portadores del antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B, 4 podian padecer una cirrosis biliar
primaria ya que en ellos eran positivos los anticuerpos antimitocondriales y el
virus de la hepatitis C, que puede producir algunos de esos cambios, aun no
podia ser detectado en el momento en el que se realiz6 el estudio. No
obstante, la intencion de estos autores fue la de cambiar la idea existente en
ese momento de que esas alteraciones histologicas las producia

exclusivamente el abuso alcohélico.

La EHNA se puede definir como una enfermedad hepatica
caracterizada por la presencia de esteatosis, degeneracion hidropica de los
hepatocitos, infiltrados portales o lobulares y, en ocasiones, hialina de Mallory
y fibrosis, es decir, las mismas lesiones que se encuentran en la hepatitis
alcohdlica, pero que en este caso se presentan en sujetos que no consumen
etanol o que si lo consumen lo hacen en poca cantidad (9, 15 - 17). Es una
lesion que forma parte de un espectro de lesiones mas amplio conocido como
enfermedad grasa del higado no alcohdlica (EGHNA) (18, 19) vy que
incluye también al higado graso no alcohdlico, al higado graso e inflamacion, a
la EHNA, a la cirrosis grasa no alcohdlica y a algunos hepatocarcinomas (20).
Es muy probable que también muchas cirrosis criptogenéticas tengan su
origen en una EHNA (19, 21), pero que con el paso del tiempo hayan perdido
los signos de esteatohepatitis (22 — 24). Son lesiones que habitualmente se
presentan asociadas al sindrome metabdlico, a la resistencia a la insulina 'y a

otros procesos patoldgicos (25, 26).

A pesar de que las lesiones de la EHNA se consideran indiferenciables
de las que se encuentran en la hepatitis alcohdlica (27), en los Ultimos afios se
han detectados entre ambas hepatopatias diferencias significativas
cuantitativas y cualitativas (28) y se ha reconocido que hay algunos cambios
frecuentes en la hepatopatia alcohdlica que aiun no se han descrito en la
EGHNA. Entre éstas destaca la necrosis hialina esclerosante, la colestasis
aguda, la enfermedad veno-oclusiva, la proliferacion ductulillar y la colangiolitis
(29). Otros autores han encontrado que los cambios necroinflamatorios son
mas intensos y que la hialina de Mallory es mas frecuente en los alcohdlicos
(16, 17, 30). A pesar de esas diferencias, en muchas ocasiones, el diagndstico

histopatoldgico se ha de basar mas en una constelacion de cambios que en la
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existencia de unos pocos cambios concretos (31).

El higado graso simple y el higado graso asociado a inflamacion
minima son considerados lesiones hepaticas benignas, que rara vez (3%)
progresan a fases mas avanzadas de la enfermedad. Por el contrario, la EHNA
con o sin fibrosis asociada evoluciona frecuentemente y puede llegar a la
cirrosis en el 15 al 25% de las ocasiones (19, 32). Es un hecho demostrado
gue el higado graso, aun en ausencia de inflamacion o de fibrosis, es mas
sensible a la agresion por otros factores, incluida la infeccién por los virus de la
hepatitis B o C (33 — 35), el estrés oxidativo y la isquemia y su presencia
incrementa el riesgo quirdrgico y empeora los resultados del transplante

hepético si se utiliza como higado donante.

2.- Criterios Diagnosticos:

El diagndstico de EHNA (36) se basa en: (a) criterios histolégicos
compatibles con esteatohepatitis y (b) evidencia clinica contrastada de que el
paciente no ingiere cantidades hepatotéxicas de alcohol. Entre los primeros
criterios, los histologicos, figuran los cambios hepatocitarios, los inflamatorios y
la fibrosis. Las alteraciones hepatocelulares incluyen la presencia de, al
menos, el 5% de los hepatocitos con degeneracion grasa macrovacuolar, la
existencia de degeneracion balonizante de los hepatocitos, de
megamitocondrias y de hialina de Mallory. Aunque esta Ultima es muy
sugerente de esteatohepatitis, su presencia no es obligada. Consiste en un
material amorfo, hialino y perinuclear que se debe a la condensacion de
moléculas del citoesqueleto. Es un cambio tipico de la hepatitis alcohdlica y de
la EHNA pero no es especifica de ellas ya que esta presente también en otras
hepatopatias. Los cuerpos aciddfilos, que representan a células que se
encuentran en proceso de muerte por apoptosis, son también cambios que se
pueden encontrar en las biopsias de pacientes con EHNA. La presencia de
infiltrados inflamatorios mixtos es otro criterio histologico de EHNA. Estos
infiltrados estan formados tanto por células mononucleares como por
polimorfonucleares, si bien, la presencia de neutréfilos no es necesaria para el
diagnostico. Es frecuente que exista fibrosis pericelular (“Chicken wire”) en la

zona 3 del lobulillo, es decir, en la cercania a la vena centrolobulillar. Algunos

10
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autores han propuesto un sistema de puntos para valorar las diversas lesiones
hepaticas de la EGHNA y poder asi establecer el diagndstico histolégico de
EHNA (21, 37).

El segundo criterio diagnostico exige que esas alteraciones histolégicas
no sean ocasionadas por el etanol. Han existido muchas discrepancias sobre
la cantidad maxima de etanol que se puede permitir para que un determinado
paciente sea aceptado en el grupo de EGHNA y no en el de hepatopatia
alcohdlica. Los primeros autores que escribieron sobre ello exigian la
abstinencia alcohdlica absoluta. Esto era logico, ya que en aquellos tiempos la
enfermedad no era conocida y habia una tendencia a atribuir esas lesiones al
consumo oculto, no confesado de alcohol (15). Posteriormente, otros autores
han considerado que este diagnéstico es compatible con un consumo diario
bajo de alcohol, variable entre 10 y 20 g. Esta tolerancia se ha basado en el
hecho de que estos pequefios consumos de alcohol no parecen empeorar el
curso de la hepatitis C. Por otro lado, en la actualidad se cuenta con
evidencias que indican que el consumo de esas cantidades de etanol no sélo
no es perjudicial, sino que reduce el riesgo coronario, aumenta la sensibilidad
a la insulina y, por ello, mejora el sindrome metabdlico (38). Basados en estas
razones, se ha llegado al acuerdo de que el diagnéstico de EGHNA es
compatible con un consumo de etanol de 7140 g/semana en los hombres y de
70 g/semana en las mujeres. Es decir, 20 g/dia en los primeros y 10 g/dia en

las dltimas (39).

Inicialmente, el diagnostico de EGHNA exigia descartar otras
enfermedades causantes de hepatopatia; sin embargo, en la actualidad esta
reconocido que la EHNA puede coexistir con otras enfermedades hepaticas
incluida la hepatopatia alcohdlica (40). Los pacientes obesos y alcohdlicos
pueden tener dafio hepatico originado por ambas causas, pero en la actualidad

es muy dificil diferenciar el dafio ocasionado por cada uno de ellos.

11
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Tabla 1. Criterios diagnosticos de EHNA (28)

Criterios histopatologicos:

A) Cambios hepatocelulares
Esteatosis hepatocelular.
Degeneracion bolonizante.
Hialina de Mallory.
Cuerpos acidéfilos.

B) Cambios necroinflamatorios
Células inflamatorias.

C) Fibrosis

Criterios clinicos:

Ingesta de etanol menor de:
- 20 g/dia en el hombre.

- 10 g/dia en la mujer

No se conoce con exactitud cual es la prevalencia real de la EGHNA.

Ello se debe a que la inmensa mayoria de pacientes con estas lesiones se

encuentran asintomaticos y los métodos diagnosticos mas fiables —biopsia

hepatica y resonancia nuclear magnética— no pueden emplearse de forma

rutinaria. Ademas,

EGHNA es una lesion frecuente en la poblacién occidental y que en el futuro

se hard aun mas habitual debido a que se asocia a la resistencia a la insulina,

a la diabetes y a la obesidad, tres trastornos cada vez mas frecuentes entre

nosotros. En la actualidad representa, tras las infecciones virales y el abuso

alcohdlico, la tercera causa de hipertransaminasemia.

12
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La mayoria de los estudios poblacionales se han basado en la
determinaciéon de las transaminasas séricas o en el empleo de la
ultrasonografia abdominal, cuya sensibilidad y especificidad son bajas y no
discriminan entre los diferentes estadios de este espectro de lesiones. Los
estudios basados en los resultados de la biopsia hepatica se han realizado en
grupos muy concretos de individuos (obesos, diabéticos, etc.) que no son
representativos de la poblacion general. En el estudio NHANES IlI, basado en
el hallazgo de hipertransaminasemia sin otras causas que lo expliquen, se
concluyd que la EGHNA existia en el 3-24% de la poblacion (41). En otro
estudio norteamericano que incluyé a 15.676 individuos, se encontré que el
5,4% tenia tasas elevadas de transaminasas (> 40 Ul/l en hombres; > 31 Ul/I
en mujeres) sin que ello pudiera ser justificado por otras causas de
hepatopatia. Cuando otros autores emplearon en esa misma poblacion tasas
mas bajas de transaminasas como criterio para sospechar la existencia de una
EGHNA, la frecuencia de esta enfermedad se elevo al 13-24% (42). Sin
embargo, es muy probable que estos estudios no proporcionen una vision real
de la magnitud del problema, ya que la inmensa mayoria de los pacientes con
EGHNA tienen tasas normales de transaminasas. El estudio Dionysos,
realizado en ltalia, descubrié que el 10% de todos los sujetos incluidos en él
(6.917) presentaban muy probablemente una EGHNA. Un segundo estudio
realizado en un subgrupo de esa misma poblacion encontré que el 16,4%
presentaba esteatosis en la ultrasonografia, pero este porcentaje se elevaba al
75,8% cuando se realizaba entre obesos no bebedores (43). El analisis del
espectro de la resonancia magnética de protones mostré que el 30% de la
poblacion americana presenta un aumento de los triglicéridos en el higado y
gue esta alteracion compromete preferentemente a la comunidad hispana
(45%) y a los blancos (42%) (44). En Japodn, entre trabajadores y sus
familiares no bebedores se hallé que entre el 12,8% y el 29% de la poblacion
general presentaba esteatosis ecografica (45).

Cuando la prevalencia de la EGHNA se ha investigado en poblaciones
concretas, los resultados han sido diferentes. En efecto, en los chequeos
médicos realizados a sujetos aparentemente sanos, la EGHNA se ha
encontrado en el 15% al 22% de ellos (46) y en los donantes vivos de higado,

entre el 33% vy el 88% (47). Cuando el estudio fue realizado en obesos

13
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morbidos que requieren cirugia bariatica, la frecuencia ascendio al 85-95%
(48).
(49

(50

Esta epidemia, que se acompafa de los restantes componentes del
sindrome metabdlico (52,53), esta estrechamente relacionada con los nuevos
habitos de vida en el mundo occidental, con la vida sedentaria, el alto consumo
de hidratos de carbono, de almibares ricos en fructosa y de grasas

sobresaturadas (54).

4.- Etiologia de la EGHNA

Se han diferenciado dos grandes grupos fisiopatolégicos de EGHNA,
el primario, estrechamente relacionado con la resistencia a la insulina y el
secundario, que incluye lesiones de EGHNA en el curso de enfermedades muy

diversas.

4.1.- EGHNA primaria. En este primer grupo, EGHNA primaria, se

incluyen todos los casos ligados a la obesidad y al sindrome metabdlico en
general. Es la forma de EGHNA que estd adquiriendo proporciones
epidémicas a escala mundial y que es especialmente preocupante en los
paises occidentales (55, 56). Este sindrome viene definido por la presencia de
al menos tres de las siguientes alteraciones (57, 58): (a) Obesidad central con
una circunferencia abdominal mayor de 102 cm en los hombres y de 88 cm en
las mujeres. (b) Tasa de triglicéridos en sangre igual o mayor a 150 mg/dl. (c)
HLD-colesterol menor de 40 mg/dl en los hombres y de 50 mg/dl en las
mujeres. (d) Tension arterial igual o superior a 130/85 mmHg. (e) Glucemia
basal en ayunas igual o mayor de 110 mg/dl. Es de destacar que este
sindrome se asocia no con la obesidad general, sino con la obesidad central o
14
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visceral. Por ello, el sindrome metabdlico no se define por el indice de masa
corporal, sino por el didmetro de la cintura. La alteracion fisiopatolégica comun
a este sindrome es la resistencia a la insulina (59 — 61). Esta une
fisiopatolégicamente la obesidad con el tipo 2 de diabetes mellitus, la
hipertension arterial, la disfuncién endotelial, la hipertrigliceridemia, las tasas
bajas de HLD-colesterol, el mayor riesgo cardiovascular y la EGHNA. En esta
altima, la resistencia a la insulina, es un hecho practicamente constante y la
gravedad de esta resistencia se asocia independientemente con la EGHNA y
con las lesiones mas avanzadas. Por esta razon, se considera que la EGHNA

representa el componente hepéatico del sindrome metabdlico (62, 63).

4.2.- EGHNA secundaria: En este grupo se incluyen las EGHNA que

aparecen en sujetos con problemas muy concretos, tales como la anastomosis
yeyuno-ileal, la derivacién biliopancreética, la reseccion extensa del intestino
delgado, la lipodistrofia, el sindrome de Weber-Christian o de Mauriac, la
enfermedad de Wilson, la abetalipoproteinemia, la nutricion parenteral total,
determinados  farmacos  (perhexilina,  glucocorticoides, = amiodarona,
tamoxifeno, quimioterapia) o0 agentes quimicos (disolventes orgéanicos,
trabajadores en la industria del petréleo, dimetilformamida), entre otros
muchos. (Tabla 2)

Tabla 2. Etiologia de la EGHNA

EGHNA primaria: Obesidad central (>102 cm en el hombre y >88 cm en la muijer);
hipertension arterial (>130/80); hiperglucemia (>110);
hipertrigliceridemia (>150); descenso de HDL (<40 @; <50 &) = 3/5

. . Sindrome Metabdlico
Resistencia a la

Insulina

15
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secundarias

Farmacos: Naproxeno, Oxalacina, Metotrexato, Diltiacem,
Nifedipino, Glucocorticoides, Estrogenos, Estilbestrol, Tamoxifeno,
Hicantona, Sulfasalacina, Amiodarona, Maleato de perhexilina, 4,4
Dietil-amino-etoxi-hexestrol,

Infecciones: Hepatitis crénica por VHC (principalmente por el
genotipo 3); SIDA.

Agentes guimicos: industria del petréleo, disolventes organicos,
dimetilformamida

Lipodistrofias (congénitas; HIV), Enfermedad de Wilson.

La EGHNA que nos interesa en este estudio es la primaria, la que esta

relacionada con la resistencia a la insulina y con el sindrome metabdlico.

4.3.- Factores genéticos.

Por lo dicho méas arriba, nadie puede dudar de que los factores

ambientales, la forma de vida y la alimentacion desempefian un papel decisivo

en el origen de la EGHNA, pero es muy probable que factores individuales,

guiza genéticos, puedan también intervenir y determinar que s6lo una minoria

de personas con esteatosis hepatica evolucionen a EHNA y desarrollen

fibrosis o cirrosis hepéatica o hepatocarcinoma. El hecho de que la EGHNA sea

mas frecuente entre los hispanos, nativos americanos y asiaticos, todos ellos
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nativos americanos y asiaticos, todos ellos con una raiz étnica comun, apoya
el papel de la carga genética en la etiologia de la EGHNA. Ademas, hay

referencias a la coincidencia de varios casos de EHNA en una misma familia.

No se conocen aun cudles son los genes responsables de esta
supuesta predisposicion, aunque han sido propuestos numerosos candidatos:
(@) genes que condicionan al tipo 2 de diabetes mellitus; (b) genes
relacionados con el desarrollo de la obesidad abdominal, que favorece la
llegada de acidos grasos al higado; (c) genes relacionados con una menor
salida de VLDL de los hepatocitos [polimorfismo 493G/T de la MTP
(microsomal triglyceride transfer protein) (64), polimorfismo V175M de la
phosphatidyl-ethanolamine-N-methyltransferase que participa en la formacion
de fosfatidilcolina y ésta en la de VLDL (65)]; (d) mutaciones o polimorfismos
condicionantes de estrés oxidativo [(polimorfismos C677T y A1298C del gen
de la MTHFR (methylenetetrahydrofolate reductase) responsable de la
homocisteina, factor inductor de estrés oxidativo (66); Mutacién C282Y del gen
HFE responsable de la acumulacion de hierro en el organismo]; (e) mutaciones
del gen de la superoxido dismutasa, enzima defensiva frente al estrés
oxidativo (64); (f) genes reguladores de la respuesta inflamatoria y fibrosa
[factor PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) represor de las
citoquinas proinflamatorias; polimorfismos en el gen de la IL1j3, del receptor de

la endotoxina CD14, del TGFp, del angiotensindgeno (67)].

5. Patogenia:

Por lo expuesto mas arriba, la EGHNA esta estrechamente relacionada
con la resistencia a la insulina y es este trastorno metabdlico el que liga esta

enfermedad hepatica con el sindrome metabdlico.

5.1.- Acciones de la insulina (Fig. 1).

La insulina es la principal hormona anabolizante del organismo, ya que

estimula la sintesis de proteinas, lipidos y glucégeno y favorece la entrada de
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glucosa en las células, a la vez que reduce la lipdlisis y gluconeogénesis. En
las células adiposas y en el masculo, la insulina se une a su receptor
especifico, activa la tirosina-quinasa de éste por autofosforilacion asi como la
fosforilacién en tirosina del IRS-1 (Insulin-receptor Substrate). A ello sigue la
activacion sucesiva de PI3K (Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase) y Akt/PKB, para
finalmente determinar el desplazamiento del transportador de glucosa, GLUT-4
—que normalmente se encuentra en vesiculas del citoplasma— a la
membrana plasmatica, donde facilita el paso de glucosa a las células (60, 68,
69). Cuando existe resistencia a la insulina (Fig. 2), la entrada de glucosa en
las células adiposas y musculares no tiene lugar, permanece en el espacio
extracelular, se produce hiperglucemia y se estimula la produccion pancreética
de insulina (70). Cuando el pancreas agota su capacidad para compensar la
hiperglucemia, surge la diabetes mellitus tipo 2.

INSULINA GLUCOSA INSULINA GLUCOSA

e - @7 S i

Glucosa Glucosa
PIZK . 1
AminoAc. Gluc. Kinasa
Akt/PKB |

~ Fos:fodiesterasa SREBP L 7 Glucciiw;ogenesis P G-6-P

,.‘.e" L/
.

H ato

:

¥ AMPc SREBP

GSK

ViPL Ac.Grako ) Citrato

= NADH Glucdgeno

vy

Células adiposas y musculares Células hepaticas

Triglicéridos

Triglicéridos |

Figura 1. Efectos de la insulina en las células hepaticas, adiposas y musculares. En las células
adiposas y musculares facilita la entrada de glucosa tras inducir la translocacién de GLUT4 a la
membrana celular. Esta glucosa es fosforilada a glucosa-6-fosfato y almacenada como glucégeno o
lisada (glicolisis) y utilizada para la formacion de Ac.CoA y de ésta en la sintesis de acidos grasos y
triglicéridos. En las células adiposas, favorece la entrada de acidos grasos. La SREBP aumenta la
expresion de enzimas necesarias para la lipogénesis (acetil-CoA carboxilasa; sintetasa ac. grasos;
glicerol-3-fosfato aciltransferasa, diacilglicerol aciltransferasa; acetil CoA sintetasa) y disminuye la de la
MTP necesaria para la formacion y exportacion de las VLDL. La PPAR« aumenta la captacion de &cidos
grasos por las células y su p-oxidacién en las mitocondrias. En las células hepaticas, la insulina
favorece el almacenamiento de la glucosa en forma de glucégeno, tras activar la glucosa y hexosa
quinasa (Gluc. Kinasa) y la glucégeno sintetasa (GSK). Ademas, disminuye la gluconeogénesis a partir
de acidos grasos y aminoacidos y aumenta la sintesis de acidos grasos a partir de la acetil-CoA (Ac.CoA)
y el citrato procedente del ciclo de Krebs. Estos &cidos grasos pueden ser exportados a la sangre en
forma de VLDL y captados por las células adiposas para su almacenamiento como triglicéridos. La
Ac.CoA también puede proceder de los acidos grasos tras su p-oxidacion en las mitocondrias. Ademas,
la insulina también facilita la sintesis de triglicéridos y la formacién de VLDL.
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Los efectos celulares de la insulina son, evidentemente, mas amplios,
ya que la activacion de la PI3K se sigue de otros muchos efectos. Entre los
gue aqui nos interesan figura la activacion de la fosfodiesteresa, 1o que lleva a
la degradacion del AMPc y ello a que la PKA (Protein kinase A) permanezca
inactiva y, en consecuencia, a que la lipoprotein lipasa (LPL) no se active (71).
Es decir, no se produce la hidrdlisis de los triglicéridos ni la liberacién de los
acidos grasos libres por el tejido adiposo (72). Por ello, otra consecuencia de
la resistencia a la insulina es que los niveles de AMPc permanecen altos en las
células adiposas, que la PKA y la LPL se mantengan activadas y que, por ello,
se produzca la hidrélisis de los triglicéridos y la liberacion a la sangre de acidos
grasos libres, los cuales pueden llegar al higado. Los efectos de la insulina
sobre el metabolismo lipidico estan coordinados por el SREBP (Sterol
Regulatory Element Binding Protein), un factor de transcripcion que juega un
papel esencial en la activacion de diversos genes implicados en la lipogénesis
(73) y en la excrecidén de la VLDL. Por ello, cuando la accién de la insulina
falta, todos estos genes permanecen reprimidos y se interrumpe la lipogénesis
(57).

En el higado, la insulina, tras unirse a su receptor, fosforila al IRS-2
(74), el cual, también a través de la PISK y de la Akt/PKB, fosforila y activa a la
GSK3 (Glucogen-Synthase Kinase-3), por lo que aumenta la formacion de
glucégeno (75). La glucosa pasa libremente a los hepatocitos, donde es
fosforilada por la glucosa quinasa a glucosa-6-fosfato. De esta manera, la
glucosa tiene que permanecer en los hepatocitos. Cuando existe resistencia a
la insulina, cesa la sintesis de glucogeno, aumenta la glicélisis, la

gluconeogénesis y la liberacion a la sangre de glucosa.

Por todo lo dicho anteriormente, una de las consecuencias principales
de la resistencia a la insulina es la lipdlisis de la grasa y la liberacion a la
sangre de grandes cantidades de acidos grasos libres. De especial
importancia para el higado y en la patogenia de la EGHNA es la lipdlisis de la
grasa abdominal (76), ya que el higado ocupa un lugar estratégico en el curso
de la circulacion portal y recibe directamente los acidos grasos liberados por
esa grasa. La EGHNA se relaciona con el tejido adiposo visceral y no con el
periférico (77). En efecto, la mayor parte (60%) de los acidos grasos que se

acumulan en el higado proceden del abdomen (78). Si el tratamiento elimina
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exclusivamente la grasa periférica, por ejemplo, mediante liposuccion, los
trastornos asociados a la EGHNA persisten (79), lo contrario de lo que ocurre

cuando el tratamiento consigue disminuir la grasa visceral (80).

En los hepatocitos, los acidos grasos activan al receptor nuclear
PPARG, el cual forma un heterodimero con el RXR (Retinoid X Receptor) que
induce la transcripcién de genes implicados en la sintesis de triglicéridos y
fosfolipidos, en la gluconeogénesis o en la oxidacion de los acidos grasos en
las mitocondrias, en los peroxisomas y en los microsomas (81 — 83). Estos
efectos sobre el receptor PPARa contribuirian a la esteatosis, a la
hiperglucemia y al estrés oxidativo. Mientras la oxidacion de los acidos grasos
en las mitocondrias (84) y en los microsomas puede conducir a la formacion de
anion superoxido (O, ), la oxidacion en los peroxisomas da lugar a la
formacion de peréxido de hidrégeno. Estos radicales formados en el curso de
estas oxidaciones contribuyen al estrés oxidativo. Este dltimo es de gran
importancia en la evolucién de la EGHNA, ya que si la resistencia a la insulina
contribuye a la esteatosis, el estrés oxidativo determina su evolucion a EHNA 'y

a lesiones mas avanzadas de la EGHNA primaria.
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Figura 2. Fisiopatologia de la resistencia a la Insulina. En ausencia del efecto de la insulina, aumenta
la actividad de la lipoproteinlipasa (LPL) por lo que se produce la lipdlisis de los triglicéridos en acidos
grasos. Estos llegan al higado, donde son (a) almacenados en forma de triglicéridos (TG), (b) p-oxidados
en las mitocondrias hasta acetil-CoA (Ac.CoA) o (c) utilizados en la gluconeogénesis. Ademas, la entrada
de glucosa en los hepatocitos favorece la sintesis de acidos grasos, los cuales son empleados en la
sintesis de triglicéridos

5.2. Acumulacién de triglicéridos en los hepatocitos: Higado Graso

Cuando la cuantia de acidos grasos que llegan al higado es superior a

la que puede ser utilizada o exportada a la sangre en forma de lipoproteinas
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VLDL, los excedentes se acumulan en los hepatocitos en forma de
triglicéridos. Ademas, el higado es capaz de sintetizar acidos grasos a partir de
la glucosa circulante no empleada en la produccibn de energia.
Aproximadamente, el 25% de los acidos grasos hepéticos tienen este origen.
Una fraccion menor (15%) de los acidos grasos acumulados en forma de
triglicéridos procede de los alimentos absorbidos por el intestino delgado.
Menos importancia en la acumulacion de triglicéridos en el higado tiene la
endocitosis de restos de lipoproteinas (VLDL, quilomicrones). En los pacientes
con EGHNA, la incorporacion de los acidos grasos a los triglicéridos,
fosfolipidos y ésteres de colesterol es normal (85). Por el contrario, la
activacion del PPARa favorece la formacion de triglicéridos.

Los &cidos grasos presentes en el higado tienen dos destinos
principales: (a) su esterificacion en triglicéridos para formar VLDL y ser
exportadas de los hepatocitos a la sangre y (b) su entrada en las mitocondrias
para ser utilizados en la generacion de energia. Una via catabolica menor de
los acidos grasos dicarboxilicos o de cadena muy larga es su oxidacion en los

peroxisomas.

Los triglicéridos son conducidos al reticulo endoplasmico celular donde
la MTP los incorpora a la apolipoproteina Bioo (apoBigo) para formar la
lipoproteina VLDL (86 — 89). De esta forma, los triglicéridos pueden ser
exportados a la sangre. Un defecto en la formacion de VLDL puede determinar
su acumulacién en los hepatocitos y la apariciéon de una EGHNA, en especial
cuando la llegada de acidos grasos esta aumentada. Algunos estudios han
mostrado que en los pacientes con EGHNA esta reducida la exportacion de
triglicéridos a la sangre en forma de VLDL, ya que en ellos la incorporacion de
los triglicéridos a la apoBigo esta disminuida (90, 91). En estos enfermos se
han descrito polimorfismos en el promotor de la MTP que pueden limitar la
exportacion de lipidos (64, 92). En las deficiencias de la MTP, como ocurre en
la abetalipoproteinemia, es habitual el hallazgo de una EGHNA secundaria
(93). En las infecciones por el VHC, principalmente por el genotipo 3, en las
gue frecuentemente existe esteatosis hepatica, la actividad de la MTP esta
muy descendida (94). Por todo lo anterior, la esteatosis que se encuentra en

los pacientes con EGHNA se debe, por un lado, a la abundante llegada de
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acidos grasos al higado y, por otro, a la exportacion defectuosa de triglicéridos

a la sangre en forma de VLDL.

5.3.- Consumo mitocondrial de acidos grasos.

Si como hemos vista mas arriba, la resistencia a la insulina juega un
papel primordial en la patogenia del higado graso, el estrés oxidativo
probablemente es fundamental para que la esteatosis evolucione a EHNA y a
otras lesiones mas avanzadas de EGHNA. Se ha postulado que la EHNA seria
la consecuencia de dos agresiones. La primera estaria representada por el
higado graso; la segunda por el estrés oxidativo (95, 96). Contamos con
numerosas evidencias que indican que en la EHNA existe un estrés oxidativo.
En el higado de enfermos y animales con esta lesidbn se detectan tasas
elevadas de aldehido maldnico (97, 98), de 4-hidroxinonenal (99), de proteinas
nitradas en 3-tirosina (97, 98) y de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) (99,
100), marcadores de lesiobn oxidativa de lipidos, proteinas y ADN,
respectivamente. Al mismo tiempo, en el higado de esos enfermos o animales
con EHNA es habitual encontrar que los factores antioxidantes (Glutation S

Transferasa) estan disminuidos (98, 101 — 103).

En el higado, hay muchos lugares y factores que pueden participar en
la generacion del estrés oxidativo (oxidacion de los acidos grasos, citocromos
microsomales, siderosis, citoquinas, células de Kupffer, etc.), pero sin duda las
mitocondrias es uno de los principales. Estas organelas estan implicadas en la
p-oxidacion de los &cidos grasos y en la fosforilacion oxidativa y pueden dar
lugar a la generacion de sustancias reactivas derivadas del oxigeno (ROS)
(84, 104 — 107).

Las mitocondrias son organelas intracelulares que han sido
fundamentales para la evolucion de los organismos pluricelulares. Si no fuese
por las mitocondrias, las células tendrian que obtener su energia a partir de la
glucolisis anaerobia, cuyo rendimiento es muy bajo. Sin embargo, en las
mitocondrias la produccion de energia es mas eficiente, ya que el piruvato y
los acidos grasos entran en ellas y se oxidan a CO,y H,O. De esta manera se
obtienen unas quince veces mas energia en forma de moléculas de ATP de la

se consigue por la glucdlisis anaerobica.
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Los hepatocitos son células muy ricas en mitocondrias, ya que cada
uno de estos tiene entre 1000 y 2000 mitocondrias, lo que significa que
aproximadamente la quinta parte del volumen hepatocitario corresponde a las
mitocondrias. Estas organelas tienen dos membranas altamente
especializadas que son fundamentales para su correcto funcionamiento y que
delimitan dos espacios independientes, el espacio intermembrana y la matriz
mitocondrial. La membrana externa posee una proteina llamada porina que
permite el paso de las moléculas menores de 5000 Daltons. Por esta razoén las
moléculas de pequefio tamafio pueden pasar facilmente al espacio
intermembrana. En ella también se sitian enzimas necesarias para la sintesis
de lipidos. Sin embargo, la membrana mitocondrial interna es casi
impermeable, lo que determina que la matriz mitocondrial posea una
composicion altamente seleccionada. Esta membrana esta formada por
fosfolipidos, entre los que figura la cardiolipina, que contribuye a que la
membrana interna sea especialmente impermeable a los iones y permita la
creacion de un gradiente electroquimico de iones. También posee diversas
proteinas transportadoras que hacen que la membrana sea permeable
solamente a las moléculas que van a ser utilizadas por la matriz mitocondrial.
En esta membrana se encuentra también la llamada cadena respiratoria
mitocondrial (CRM). Dicha cadena, sobre la que nos ocuparemos mas
adelante con méas detenimiento, es la responsable de la fosforilaciéon oxidativa
mitocondrial, que es la que genera la mayor parte del ATP de la célula animal.
Con el fin de aumentar la superficie funcional, la membrana mitocondrial
interna  se encuentra plegada formando las denominadas crestas

mitocondriales.

Recubierta por ambas membranas se encuentra la matriz mitocondrial.
En ésta se encuentran enzimas que transforman el piruvato y los &cidos
grasos en acetil CoA y las que oxidan la acetil CoA en el ciclo del acido citrico
0 de Krebs. Los productos finales de este ciclo son el CO, el cual es eliminado
por la célula, y el NADH y FADH;, que constituyen la principal fuente de
electrones para la CRM. Ademas, la matriz mitocondrial contiene varias copias
de ADN, ribosomas especializados, tARN y diversas enzimas necesarias para

la expresion de los genes mitocondriales.
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Diversos estudios han mostrado que las mitocondrias de los pacientes
con EHNA son grandes, estan hinchadas, presentan escasas crestas vy,
frecuentemente, contienen inclusiones paracristalinas (85, 108). Se trata de
cambios muy parecidos a los que se encuentran en las miopatias
mitocondriales (109) lo que sugiere que la funcion de las mitocondrias, ademas

de su morfologia, debe de estar alterada en los pacientes con EHNA.

5.4.- Beta oxidacion de los acidos grasos.

Los &cidos grasos que no son secretados por los hepatocitos en forma
de VLDL son oxidados en las mitocondrias o en los peroxisomas (110) en un
proceso conocido como foxidacion. Para que ésta pueda tener lugar en las
mitocondrias, es necesario que los acidos grasos entren en ellas y, para esto
se necesita de la ayuda de la enzima CPT-I (carnitin-palmitoil transferase |),
situada en la membrana mitocondrial, de una traslocasay, si los acidos grasos
son de cadena larga, de la carnitina. Un defecto en cualquiera de estos
elementos puede determinar la acumulacién de &cidos grasos y de triglicéridos
en el citoplasma celular y la aparicion de esteatosis hepatica. Este es el caso
de las deficiencias de carnitina que pueden dar lugar a esteatosis y a EHNA
(111 - 114). En un estudio previo, nuestro grupo pudo demostrar que en los
pacientes con EHNA la cuantia de carnitina y la actividad de la CPT-I en el
higado eran normales, por lo que la EGHNA primaria no podia ser atribuida a

defectos a este nivel (115).

Una vez que los acidos grasos se encuentran en la matriz de las
mitocondrias son B-oxidados. Es un proceso por el cual la longitud de la
cadena grasa se va acortando progresivamente de dos en dos carbonos y
liberando moléculas sucesivas de acetil CoA y NADH (116). Defectos en esta
B-oxidacion también pueden dar lugar a esteatosis, en general microvesicular y
ser causa de insuficiencia hepatocelular grave. Hay muy pocos estudios sobre
la B-oxidacion en los pacientes con EGHNA. Algunos autores sugirieron que
las B-oxidacion se encuentra alterada en los pacientes con EHNA, lo que
pudiera explicar que en ellos sea frecuente el hallazgo de esteatosis
microvesicular (95, 117, 118). Otros autores, por el contrario, aportaron

algunas evidencias indirectas que sugerian que la pB-oxidacion de los &cidos
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grasos se encuentra aumentada (85, 119) y esta alteracion la atribuian a la
resistencia a la insulina (85). Esta, como sabemos, se sigue de una mayor
llegada de &cidos grasos al higado que, tras activar el PPARa, aumentaria la
expresion de los genes implicados en la B-oxidacion de los acidos grasos (120,
121) lo que se seguiria de una mayor p-oxidacion. Nuestro grupo pudo
mostrar, en un modelo de EGHNA en ratones obesos, ob/ob, que la j-
oxidacion tanto  mitocondrial como  peroxisomal se encontraba
significativamente aumentada (122) por lo que la causa de la EGHNA tampoco
podia ser atribuida a defectos de esta fase. Estos resultados eran coincidentes
con los que otros grupos habian obtenido de forma indirecta en ratones ob/ob
y en pacientes con EHNA (85, 119).

El piruvato, resultante de la glicolisis citoplasmica, es oxidado también
a acetil CoA en el complejo de la piruvato deshidrogenasa con liberacion de
CO, y NADH. La acetil CoA, producida por el complejo de la piruvato
deshidrogenasa y durante la B-oxidacion de los acidos grasos, alimenta el ciclo
del acido citrico donde da lugar a la formacion de CO,, ATP, NADH y FADH,.
El H de estas dos Ultimas moléculas se descompone en un proton (H") y un
electron de alta energia (e). El primero es bombeado al espacio existente
entre ambas membranas mitocondriales y el segundo entra en la CRM. Aldn en
condiciones normales, algunos electrones pueden escapar de la cadena y dar
lugar a la formacion de ROS, en especial de O, (123, 124). Cuando la
funcién de la CRM es deficiente, la cuantia de electrones que escapan de ésta
€S mayor y, en consecuencia, aumenta la formacibn de ROS (116) y
contribuye al estrés oxidativo. Cuando la formacion de NADH esta aumentada
como consecuencia de que la B-oxidacion también lo esta, tal y como ocurre
en la EHNA, la formacién de ROS aumenta ain mas y el estrés oxidativo es

mayor.

5.5.- Cadena respiratoria mitocondrial (Fig. 3)
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Figura 3.- Cadena respiratoria mitocondrial (CRM). La p-oxidacién de los acidos grasos da
lugar a la formacién de Acil-CoA de cadena corta y de acetil-CoA y a la conversién de nicotinamida
adenina dinucleétido (NAD") y de flavina adenina dinucleétido (FAD) en NADH y FADH,. La CRM

reoxida el NADH y el FADH; en NAD" y FAD, respectivamente. Los electrones del NADH y del FADH,
son enviados a esa cadena enzimatica, donde ellos son finalmente combinados con el oxigeno y los
protones para formar agua. Esta transferencia de electrones a lo largo de la CRM esta acoplada con la
salida de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana creando, de esta forma, un
potencial electroquimico a través de la membrana mitocondrial interna. Los protones que han pasado al
espacio intermembrana regresan a la matriz de las mitocondrias a través del complejo V de la CRM, la
ATP sintetasa, originando la conversién de la adenina difosfato (ADP) en adenina trifosfato (ATP). En
condiciones normales, una pequefia fraccion de los electrones que fluyen por la CRM se escapa de ésta,
reacciona con el oxigeno y forma sustancias reactivas derivadas del oxigeno (ROS). Cuando la funcién
de la CRM esta alterada, el flujo de electrones también lo esta y la formacion de ROS aumenta. NADH
DH, NADH deshidrogenasa. Succ.-DH, succinato deshidrogenasa. Cit. b-c4, citocromo b-c4. Cit. c,
citocromo c. Cit. a-az oxidasa, Complejo citocromo oxidasa. ROS, sustancias reactivas derivadas del
oxigeno. UQ, ubiquinona. [Tomada de Garcia-Ruiz | et al. (122)]

La CRM es un conjunto de cinco complejos enzimaticos y de dos
transportadores moviles de electrones, la ubiquinona y el citocromo ¢, que se
sitan en la membrana mitocondrial interna. Los cuatro primeros complejos
estan implicados en la transferencia de electrones desde el NADH y FADH,
hasta el O,. El ultimo complejo, el de la ATP sintetasa o complejo V, interviene
en la formacién de ATP a partir del ADP (84, 125, 126).

El complejo | (NADH ubiquinona (CoQ) oxidorreductasa o NADH
deshidrogenasa) es el complejo mas grande de toda la CRM. Cataliza la
transferencia de electrones desde el NADH a la ubiquinona (Coenzima Q o
CoQ). Esta formado por al menos 46 polipéptidos, de los que 7 (ND1, ND2,
ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6) estdn codificados por el ADN mitocondrial

26




Introduccidén

(ADNmt). Las subunidades que forman este complejo se disponen en L, de
manera que uno de sus brazos, el membranoso, se encuentra incrustado en la
membrana mitocondrial interna mientras que el otro, el periférico, permanece
colgando en la matriz. Este uUltimo brazo, que incluye un mononucleétido de
flavina y al menos 4 nudcleos Fe-S, representa la fraccion “NADH
deshidrogenasa’. El brazo membranoso constituye la fraccion “ubiquinona
reductasa” y contiene las 7 subunidades codificadas por el ADNmt y un nucleo
de Fe-S. Los atomos de hierro de estos complejos Fe-S pueden existir como
Fe?* (forma reducida) o bien como Fe** (forma oxidada) y ello es lo que les
permite aceptar o ceder electrones. Cada centro Fe-S totalmente oxidado
puede aceptar hasta 4 electrones. Los electrones son posteriormente
transferidos a la ubiquinona o coenzima Q, que se reduce a QH, (ubiquinol).
Simultdneamente al flujo de electrones desde el NADH hasta el QH,, a través
del complejo I, se produce el bombeo de cuatro H® desde la matriz

mitocondrial al espacio intermembrana mitocondrial.

El Complejo Il o de la Succinato deshidrogenasa esta integrado por
4 polipéptidos, todos ellos codificadas por el ADN nuclear o genémico (ADNn).
Cataliza la oxidacion del succinato en fumarato. EI complejo Il posee dos
fracciones: una soluble, formada por la succinato deshidrogenasa que es la
enzima que oxida el succinato a fumarato en el ciclo del &cido citrico, y otra
gue sirve para fijarse a la membrana. El flujo de electrones desde el succinato
hasta la ubiquinona tiene lugar por la via del FADH, producido en el curso de
la oxidacion del succinato a fumarato. Aunque este complejo es capaz de
aportar electrones a la CRM, no lo es de bombear protones a través de la

membrana mitocondrial.

El Complejo Ill (ubiguinona-citocromo ¢ 6xido-reductasa, complejo
bc,) esta formado por 11 subunidades, de las cuales una, el citocromo b, esta
codificado por el ADNmt y los restantes por el ADNn. Las 5 subunidades
mayores contienen 4 centros de oxido-reduccién (citocromo c;, proteina Fe-S
de Rieske, y los citocromos bse; y bses). Hay otras subunidades cuya funcion
no es conocida. Los electrones siguen en este complejo una ruta bastante
complicada, pero su resultado final es que el ubiquinol (QH,) se oxida a
ubiquinona, el citocromo ¢ se reduce al recibir los electrones y dos protones

son bombeados al espacio intermembrana.
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El Complejo IV (Citocromo c¢ oxidasa) cede cuatro electrones
procedentes del citocromo ¢ al O, para reducirlo completamente a H,O a la
vez que bombea protones desde la matriz al espacio intermembrana (127). Es
el dltimo de los complejos capaces de bombear protones al espacio
intermembrana. Este complejo estd formado por 13 subunidades, de las
cuales, las tres mas grandes (llamadas subunidades COX | - Ill) estan
codificadas por el propio ADNmt (128). La citocromo oxidasa contiene dos
grupos hemo A (hemo a y hemo as) y dos iones cobre (Cua y Cug). La
subunidad | contiene el grupo Hemo a y el centro Hemo as/Cug que fijan el
oxigeno. La subunidad Il posee el centro Cua con dos a&tomos de cobre y sirve
como punto de fijacién para el citocromo c. Las funciones de estas enzimas
son las de: (a) transferir electrones desde el citocromo c¢ al oxigeno,
acompafiado de la captacidén de protones para formar H,O; (b) traslocacién de
4 protones para generar el gradiente electroguimico entre el espacio

intermembrana y la matriz mitocondrial.

El citocromo c cede su electron al complejo hemo a/Cua de donde pasa
al complejo hemo a3/Cug, y, desde éste, al O,. Tras esto, a través de una serie
de pasos intermedios, se originan dos moléculas de H,O. La reduccion del O,
no esta exenta de riesgos, ya que cuando es parcial puede generar sustancias
reactivas derivadas del oxigeno (ROS), en especial el anion superdxido (O2 )
[O2+e 2> 02 1.

El complejo V (Fo-F1 ATP sintetasa) cataliza la produccién de ATP a
partir del ADP y del fésforo activo Pi mediante la reaccién: ADP + P; + [H'] >
ATP + H,O + [H']. De esta forma, este complejo transforma el gradiente de
protones transmembrana en energia quimica (ATP) utilizable por las células
(129 - 131). ElI mecanismo por el que este complejo da lugar a la sintesis de
ATP ha sido elucidado recientemente y consiste en un movimiento rotacional
de varias subunidades de la ATP sintetasa que determinan el acoplamiento del
flujo de protones con la sintesis de ATP (132). El complejo V esta formado por
12-13 polipéptidos, de los que soOlo dos estan codificados por el ADNmt
(ATPasa 6 y ATPasa 8). Esta constituido por dos fracciones, la Fo y la F;. La
primera es hidrofébica, por lo que se dispone a través de la membrana
mitocondrial y actia como canal que permite el paso de protones desde el

espacio intermembrana a la matriz mitocondrial. Es sensible a la oligomicina
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(Fo) y esta formada por cuatro tipos de cadenas polipeptidicas y por la cadena
8 Kd, de la cual hay 6 copias por cada unidad F. La unidad F; es la porcién
catalitica del complejo y esta formada por 3 subunidades a, 3 subunidades By
las subunidades y, & y €. La region F; penetra en la matriz y se encuentra

conectada a la porcion Fo por una estructura similar a un pequeiio tallo.

Contamos con muy pocos estudios que se hayan realizado para
conocer como se encuentra la CRM en los pacientes con EGHNA. Caldwell et
al. hallaron que la actividad de los complejos | y IV era normal en las
mitocondrias de las plaquetas de pacientes con EHNA (108). Igualmente,
Sanyal et al. (85) tampoco pudieron detectar alteraciones en la CRM del
musculo de pacientes con EHNA. Nuestro grupo fue el primero en demostrar
gue la actividad de la CRM se encuentra muy alterada en los pacientes con
EHNA (115). En este caso, la actividad de la CRM fue determinada en las
biopsias hepéticas de 43 pacientes con EHNA y 16 controles. El complejo |
estaba descendido al 63+20% de la actividad normal; el complejo II, al
58,5+16,7%; el complejo llI, al 70,6+10,3%; el complejo IV, al 62,5+13% vy el
complejo V, al 42,4+9,1%. Aunque la causa de ese defecto no pudo ser
determinado en ese estudio, ya que se disponia de una cantidad de material
muy limitada, este descenso se correlacionaba de forma negativa con el indice
de masa corporal, con las tasas en sangre de TNFoa y con el indice de
resistencia a la insulina HOMA (115). La relacion del TNFa con la EHNA se
podia explicar por la capacidad de esta citoquina para alterar la funcion
mitocondrial e interferir con el flujo de electrones por los complejos | y Ill de la
CRM (133, 134) y para aumentar la resistencia a la insulina (135 — 137).
Ademas, las tasas de TNFa-ARN mensajero (ARNm) estan elevadas en el
higado de ratones obesos (119), y las células de Kupffer y los hepatocitos,
ademas del tejido adiposo, son fuentes importantes de TNFa (138, 139). Esta
citoquina es un potente inductor de NFxB, el cual se encuentra muy
aumentado en los ratones obesos y el gen de la iINOS figura entre los que
responden al NFkB (140).

En un estudio posterior de nuestro grupo, se pretendié profundizar en
los mecanismos por los que la actividad de la CRM mitocondrial se encuentra
disminuida en la EHNA. Para ello se eligi6 un modelo animal de EGHNA, en
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concreto los ratones ob/ob, que por carecer de leptina presentan una serie de
alteraciones metabdlicas similares a las que presentan los pacientes con
EGHNA. Son animales que no pueden controlar la ingesta de alimentos lo que
les conduce a la obesidad, a la resistencia a la insulina, a la hiperlipidemia, a la
hipertrigliceridemia y al higado graso (141). Se trata de un modelo animal que
ha sido empleado en numerosos estudios sobre la patogenia de la EGHNA
(142). Esta misma ausencia de leptina determina que estos animales no
desarrollen fibrosis.

En este modelo animal quisimos probar la hipétesis de que los
aumentos de TNFa en el tejido hepatico determinan una induccion de la oxido
nitrico sintetasa inducible (iNOS), lo cual daria lugar a la formacion de Oxido
nitrico, primero, y de peroxinitrito y radicales reactivos del peroxinitrito,
después (143). El peroxinitrito y sus radicales derivados son capaces de nitrar
en tirosina a multitud de proteinas. Por ello, si fueran capaces de nitrar a las
proteinas de los complejos de la CRM podrian determinar que estos complejos
perdieran su actividad. Estudios de otros grupos demostraron que el oxido
nitrico y otras sustancias reactivas derivadas del nitrégeno podian alterar la
CRM (144). Por ejemplo, el 6xido nitrico inhibe transitoriamente al complejo IV
(145), mientras que el peroxinitrito puede disminuir la actividad de varios
complejos de la CRM (144, 146 — 148), puede fragmentar el ADN (149) y nitrar
en 3-tirosina a multitud de proteinas vy, tras ello, modificar su funcién (150,
151). Por ello, en ese modelo animal, nuestro grupo quiso primero comprobar
gue la actividad de la CRM esta disminuida en esos animales vy, tras ello,
demostrar que el TNFa y el peroxinitrito estan implicados en el descenso de
esa actividad y en la patogenia de las lesiones hepaticas que ocurren en esos

ratones.

En ese estudio (122), nuestro grupo demostré que la actividad de todos
los complejos de la CRM estaba muy disminuida en los ratones ob/ob, por lo
gue parecia un buen modelo para estudiar en profundidad los motivos por los
gue en esos animales y, eventualmente, también en el hombre, la actividad de
esos complejos era deficiente. A favor de la hip6tesis de trabajo que nuestro
grupo se habia planteado, se hall6 (a) que la expresion de la INOS se estaba
aumentada en el tejido hepatico; (b) que las proteinas hepaticas, incluidas las

mitocondriales y las de la CRM, se encontraban intensamente nitradas en 3-
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tirosina y (c) que el tratamiento con el &cido urico, un agente capaz de eliminar
al peroxinitrito, mejoraba sensiblemente la actividad de todos los complejos o
incluso que la normalizaba. En el higado de los ratones obesos se encontraron
también tasas elevadas de TNFo y evidencias de peroxidacién lipidica. Estos
cambios, explican que el tratamiento de los ratones ob/ob con anti-TNFa 0 con
un antioxidante mitocondrial, la manganeso tetrakis acido 5,10,15,20-benzoico
porfirina (MNTBAP), un analogo de la superéxido dismutasa, se siguiera
también de una mejoria de la disfuncién de la CRM. A favor de que esta
disfuncion juega un papel decisivo en la patogenia de la EGHNA estéa el que
todos esos tratamientos se seguian de una marcada regresion de las lesiones

hepaticas existentes en los ratones ob/ob no tratados.

6.- Tratamiento de la EGHNA.

A pesar de que se han realizado numerosos ensayos clinicos para
valorar la eficacia de diversas medidas para controlar a la EGHNA, en la
actualidad aun no disponemos de ningun tratamiento que se pueda
recomendar basado en los resultados obtenidos en estudios validos. Algunos
farmacos han mostrado efectos prometedores cuando su utilidad fue analizada
en ensayos clinicos piloto preliminares. Sin embargo, escasean los estudios
gue hayan valorado la eficacia de las medidas terapéuticas mediante estudios
rigurosos, controlados y aleatorizados. Ademas, la lenta evolucion de la
enfermedad ha impedido que en esos estudios se haya valorado la eficacia de
los tratamientos sobre la morbilidad y mortalidad. Los criterios de eficacia
utilizados son habitualmente su repercusion sobre los cambios bioquimicos v,
eventualmente, histologicos. Por otro lado, la comparacion de las medidas
terapéuticas concretas con los placebos tiene también algunos problemas, ya
gue pueden producirse mejorias transitorias o0 persistentes relacionadas con la
evolucion natural de la enfermedad o como resultados de medidas de estilo de
vida tomadas individualmente por los pacientes.

Basados en la hipotesis patogénica formulada por nuestro grupo, el
tratamiento fisiopatol6gico deberia ir dirigido a combatir: (6.1) la resistencia a
la insulina; (6.2) la obesidad, principalmente la abdominal; (6.3) el estrés

oxidativo y (6.4) el estrés nitrogenado.
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6.1.- Tratamientos sensibilizantes frente a la insulina:

Al representar la resistencia a la insulina un factor esencial en la
patogenia de la EGHNA, las medidas que aumenten la sensibilidad de las
células a la insulina deben contribuir a mejorar la enfermedad hepatica, ya que
con ello se conseguird que disminuya la lipdlisis, que lleguen menos acidos
grasos al higado, que aumente la oxidacion de los acidos grasos y que
disminuya la formacion de triglicéridos. Ademas de la dieta y el ejercicio fisico,
gue aumentan esa sensibilidad, se han empleado con ese fin las biguanidas

(metformina) y las tiazolidinedionas (pioglitazona, troglitazona y rosiglitazona).

6.1.1.- Biguanidas. Son farmacos que mejoran la sensibilidad a la
insulina, por lo que disminuyen la hiperinsulinemia, la gluconeogénesis
hepatica, la liberacion hepatica de glucosa y reducen la formacion de
triglicéridos, pero potencian la entrada de glucosa en las células y la B-
oxidacion de los acidos grasos (152). Su administracion a ratones obesos,
ob/ob, disminuye la hepatomegalia, el grado de esteatosis y las tasas en
sangre de TNFa (153). En varios estudios de corta duracién se pudo observar
gue con 1 a 1,5 g/dia de metformina descendian las transaminasas séricas
(154) y en algunos pacientes también la esteatosis y la actividad
necroinflamatoria (155 — 158). Otro estudio piloto mostré que la mejoria
bioquimica se acompafié de una mejoria en el grado de esteatosis, valorada
ésta por espectroscopia de resonancia magnética (159). Un meta-analisis
realizado por la Cochrane concluyé que la metformina normaliza las
transaminasas séricas y mejora la esteatosis, pero no modifica
significativamente otras lesiones histolégicas (160). EI NIH ha iniciado un
estudio controlado para conocer definitivamente la utilidad de estos farmacos
(Estudio TONIC) comparando los efectos de su uso con el logrado con
vitamina E o placebo. Mientras tanto, algunos autores recomiendan su uso
debido a que son bien tolerados y a que pueden retrasar la apariciéon de
diabetes (161). La acidosis lactica, que es un efecto secundario de la
metformina, hasta el momento no ha sido descrita en estos pacientes, si bien
la experiencia que se tiene sobre su uso en enfermos con cirrosis hepatica es

muy limitada.
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6.1.2.- Tiazolidinedionas. Estos farmacos son agonistas de la PPARY,
un receptor nuclear presente en diversos tejidos, entre otros en el tejido
adiposo, musculo estriado e higado, en los que aumentan la sensibilidad a la
insulina. EI PPARY activa una serie de genes que también lo son por la insulina
y de esta manera facilitan la accion de ésta. En el tejido adiposo favorecen la
diferenciacion celular e inhiben la lipdlisis y la liberacion de acidos grasos
libres. En el musculo estriado estimulan el consumo de glucosa y la actividad
de la glucogeno sintetasa y en el higado disminuyen la gluconeogénesis,
inhiben la sintesis de acidos grasos y estimulan su B-oxidacion (162). Ademas,
se comportan también como antiinflamatorios y una de ellas, la pioglitazona,
ha sido capaz de evitar la activacion de las células estrelladas del higado v,
por tanto, es capaz de detener la fibrogénesis hepatica (163). La primera
tiazolidinediona comercializada, la troglitazona, logré6 mejorar la resistencia a
la insulina y la hiperinsulinemia y se logré la mejoria bioquimica e histologica
de la esteatohepatitis (164); sin embargo, tuvo que ser retirada del mercado

por provocar en algunos casos hepatotoxicidad idiosincrasica muy grave (165).

Otras tiazolidinedionas que parecen ser bien toleradas y rara vez
hepatotoxicas son la rosiglitazona o la pioglitazona. Son farmacos que
mejoran la sensibilidad a la insulina pero que provocan un aumento
considerable del peso y de la grasa corporal total, ya que desplazan la grasa
desde el higado y musculo al tejido adiposo (166). Su eficacia en el
tratamiento de la EHNA ha sido evaluada en siete estudios, cuatro de ellos
controlados y aleatorizados. En general se puede concluir que con estos
farmacos se obtiene una mejoria de la analitica hepatica y del grado de
esteatosis, pero que sus efectos sobre otros cambios histologicos hepéticos no
son tan seguros. No obstante, en los estudios realizados con la pioglitazona se
observd una mejoria de la inflamacién, de la degeneracion hidropica y de la
fibrosis (167 — 172). Debido a que la suspension del tratamiento se sigue
autométicamente de la desaparicion de los beneficios obtenidos, seria
necesario mantener estos farmacos a largo plazo. Sin embargo, la seguridad
de estos no esta garantizada, en especial de la rosiglitazona, ya que con ellos
se ha observado un aumento del riesgo de infarto de miocardio (173). Son
aun muchas las preguntas abiertas en relacion con estos farmacos, por ello, el

NIH ha iniciado un estudio controlado, multicéntrico que pretende determinar si
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realmente estos farmacos benefician a los enfermos con EHNA (Estudio
PIVENS).

6.2.- Combatir la obesidad visceral.

Con este fin es fundamental modificar el estilo de vida ya que con ello
se puede conseguir: (a) disminuir la masa de tejido adiposo; (b) aumentar la
sensibilidad a la insulina y (c) aumentar la masa muscular y el consumo de
glucosa (174). Pérdidas de peso moderadas, asi como el ejercicio fisico, se
asocian con un aumento de la sensibilidad a la insulina. La pérdida de peso se
puede conseguir de muchas formas, principalmente reduciendo la ingesta
calorica, aumentando el ejercicio fisico y el empleo de algunos agentes
farmacolégicos. Ademas, los pacientes que presentan obesidad morbida son

subsidiarios de cirugia bariatica.

Actualmente se recomienda una dieta pobre en calorias y en grasas,
con la que se puede lograr que desciendan las tasas de transaminasas
séricas, si bien los efectos de estas medidas sobre las lesiones de EHNA no
han sido suficientemente evaluados. Parece recomendable comenzar el
tratamiento con consejos nutricionales y un programa de ejercicios fisicos. A
pesar de la I6gica de estas medidas, en la actualidad contamos con muy pocos
estudios que hayan confirmado sus efectos beneficiosos, ya que en la mayoria
de los casos se trataba de estudios no aleatorizados, que incluyeron a un

namero muy reducido de pacientes y eran de corta duracioén.

Cuando la pérdida de peso es alta y rapida, existe el riesgo de que las
lesiones empeoren, en especial las necroinflamatorias (175, 176). Se ha
comprobado que las pérdidas de mas de 1,5 Kg de peso por semana pueden
producir lesiones de EGHNA en personas que previamente no las tenian e,
incluso, pueden ser causa de fracaso hepatico (177). Cuando con la dieta y el
ejercicio fisico se logran descensos moderados de peso (7 % al 10%), parece
gue los resultados son muy diferentes, ya que mejora la resistencia a la
insulina, asi como la analitica y la histologia hepética (178 — 180). En un
estudio realizado en nifios italianos concluyeron que lo mas apropiado era
conseguir una pérdida de peso de 500 g a la semana (181). Por todo ello, en la

actualidad se tiende a reducir la ingesta caldrica a 25 a 30 Kcal/Kg/dia con el
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fin de conseguir una pérdida de peso moderada, del 5% al 10% a lo largo de

seis meses.

Una de las principales limitaciones que tiene el tratamiento de la
obesidad mediante el cambio de régimen de vida es el cumplimiento de las
medidas recomendadas. Por ello, en la mayoria de las ocasiones es necesario
recurrir a medidas farmacoldgicas que ayuden a controlar el apetito y a reducir
el peso. Entre los farmacos que se han empleado en la obesidad figura el
Orlistat, un inhibidor reversible de las lipasas gastricas y pancreéticas, que
disminuye la absorcion intestinal de grasas. Con este farmaco, empleado en
un pequefio numero de pacientes se logré que perdieran peso y que mejorara
la funcion hepatica y la fibrosis a costa de molestias abdominales, diarrea y
esteatorrea. Recientemente, en un estudio realizado en 50 pacientes obesos
con EHNA tratados con Orlistat se pudo comprobar que si el descenso de
peso era del 5% a lo largo de nueve meses mejoraba la sensibilidad a la
insulina y la esteatosis hepatica, pero si el descenso de peso superaba el 9%
también mejoraban los cambios histolégicos de EHNA (182, 183). También
con el fin de reducir el apetito se ha comenzado a considerar a los
antagonistas de los receptores cannabinoides en el tratamiento de la EGHNA.
Los endocannabinoides aumentan el apetito actuando a nivel de receptores
CB1 y CB2 del sistema nervioso central. El bloqueo con antagonistas de estos
receptores se sigue de una disminucion del apetito. El rimonabant se une con
gran afinidad al CB1 y antagoniza los efectos de los cannabinoides, de forma
gue reduce la sensacion de hambre y la lipogénesis, aumenta la secrecién de
adiponectina y la maduracién de los adipocitos y con él se consiguen perder 4-
5 Kg de peso, reducir el didmetro de la cintura (184, 185) y aumentar el
colesterol HDL. Sin embargo, provoca con frecuencia trastornos en el estado
de animo (186). Su empleo esta aprobado en Europa, pero aun se carece de

informacién sobre su eficacia en la EGHNA.

En los enfermos con obesidad morbida, los obesos que padecen otras
enfermedades que dificultan el tratamiento (hipertension, diabetes tipo 2,
apnea del suefio o insuficiencia cardiaca) o cuando fracasan las restantes
medidas para perder peso puede ser necesario recurrir a la cirugia bariatica
(187). Estas intervenciones quirlrgicas incluyen el bypass gastrico con Y de

Roux, el bypass bilio-intestinal y las bandas gastricas ajustables. En estos
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enfermos, esta cirugia les hace perder peso (188 — 192), disminuye el riesgo
cardiovascular (193 — 195) y, por ello, aumenta la supervivencia si los
pacientes son capaces de mantener su peso durante mas de diez afios (196,
197). También las lesiones hepaticas mejoran a corto plazo con estos
tratamientos quirdargicos (198 — 203). En ese tiempo se puede observar un
descenso de las citoquinas responsables de la inflamacién (202, 204) y una
mejoria de la inflamacién y de la fibrosis (200). No se sabia muy bien si esa
mejoria se mantendria a largo plazo y si la fibrosis hepatica podria progresar
con el tiempo. En un estudio reciente, en el que los autores hicieron biopsias
sucesivas a lo largo de cinco afios pudieron demostrar que la cirugia bariatica
mejoraba la esteatosis y la degeneracién hidrépica de los hepatocitos y que
estos cambios se correlacionaban estrechamente con la evolucién de la
resistencia a la insulina. Por el contrario, la fibrosis hepéatica empeoraba en
algunos pacientes, precisamente aquellos que eran mas resistentes a la
insulina (205). Finalmente, un meta-analisis que llegé a incluir hasta 766
biopsias antes y después de la cirugia mostré que todos los cambios
relacionados con la EGHNA mejoraron, incluida la EHNA y la fibrosis (206).

6.3.- Antioxidantes

Basados en el papel que se atribuye al estrés oxidativo en la patogenia
de la EHNA y en su progresion, se pudiera esperar que los agentes
antioxidantes pudieran ser beneficiosos en el tratamiento de la EGHNA y en su
evolucion a EHNA. Entre los farmacos antioxidantes que se han empleado en
esta enfermedad figura la vitamina E, la betaina y la N-acetil-cisteina. La
vitamina E, un antioxidante barato pero potente, se ha empleado en el
tratamiento de pequefios grupos de pacientes, pero los resultados no han sido
convincentes. En algunos de ellos se produjo un descenso de las
transaminasas, pero las lesiones histolégicas, cuando se hizo biopsia hepatica,
permanecieron iguales (207, 208). En la actualidad no se recomienda su
empleo fuera de los estudios controlados, no sélo por su dudosa eficacia, sino
por existir la sospecha de que pudiera aumentar el riesgo cardiaco (209). La
betaina, un donante de metilos que interviene en la metilacibn de la
homocisteina, que aumenta las concentraciones de S-adenosil-metionina y

disminuye el dafio oxidativo celular, mostré efectos prometedores en algunos
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estudios iniciales (210); sin embargo, un estudio reciente realizado en 35
pacientes mostro que disminuia el grado de esteatosis, pero no la inflamacion,
la fibrosis, las citoquinas proinflamatorias ni las tasas de insulina o de glucosa
(211). La N-acetil cisteina aumenta los niveles de glutation intracelular y
neutraliza las ROS, por lo que se comporta como un potente antioxidante. En
diversos modelos animales de EGHNA, este agente ha mostrado que puede
aportar cierta mejoria en las lesiones histolégicas hepaticas, incluida la
degeneracion hidropica de los hepatocitos (212, 213), pero disponemos de
pocos datos sobre sus efectos en la EGHNA humana. En un estudio realizado
combinando este antioxidante con la metformina parece que mejora la
histologia hepatica, pero fueron muy pocos los enfermos tratados (214) por lo

gue carecemos de informacion fiable sobre su eficacia.

6.4. Agentes anti-estrés nitrogenado.

La hipétesis patogénica propuesta por nuestro grupo atribuye al
peroxinitrito un papel importante en la patogenia de las alteraciones
funcionales mitocondriales que se observan en la EGHNA, en su patogenia y
en su progresion (122). Segun ello, las medidas terapéuticas que sean
capaces de disminuir el estrés provocado por las sustancias reactivas
derivadas del nitrégeno (RNS), entre ellas, el peroxinitrito, deben corregir esas
alteraciones funcionales, prevenir el desarrollo de EGHNA y evitar su
empeoramiento. El &cido drico, un agente capaz de unirse al peroxinitrito y
anular sus efectos, ha demostrado que es capaz, al menos en el animal de
experimentacion, de evitar el desarrollo de lesiones neuroldgicas (151, 215 —
218) y hepaticas atribuidas al peroxinitrito (122). Es posible que la
hiperuricemia que acompafia al sindrome metabdlico tenga en el hombre un
papel defensivo frente al estrés nitrogenado (219,220). A pesar de ello, el
acido drico no parecer ser un agente cuyo uso pueda aconsejarse en el

hombre.

De entre los agentes con actividad antiperoxinitrito de uso humano
destaca la melatonina. En los Estados Unidos, la melatonina esté disponible
libremente en el mercado como suplemento dietético desde 1993; sin

embargo, en muchos otros paises no esta comercializada. Se trata de un

37



Introduccidén

derivado de la serotonina producido por la glandula pineal de los vertebrados
(221) y en menor cuantia, por la retina, el tracto gastrointestinal (222) y la
médula 6sea (223). Inicialmente se pensd que intervenia so6lo en la regulacion
del suefio y de los ciclos circadianos (224), pero posteriormente se vio que
también influye sobre el sistema inmunologico (225) y que es oncostéatico
(226,227), antiinflamatorio (228) y un potente antioxidante, capaz de eliminar
tanto a las ROS como a las RNS (229 — 232). En efecto, la administracion de
dosis farmacoldgicas de melatonina disminuye la formacion de radicales libres,
permite la recuperacion de las enzimas antioxidantes y disminuye el dafo
oxidativo hepdético (233). La potencia antioxidante de la melatonina es muy
superior a la que tienen la vitamina E o C (234 — 239) y es 5 a 15 veces mayor
gue la del glutatién. Esta gran potencia se puede explicar porque no solo actla
sobre los ROS (H.0,, *0,, -OH) sino sobretodo sobre los RNS y sus derivados
(240 — 244), en especial sobre el potente peroxinitrito. Tras reaccionar con
éste, se forma la 1-nitromelatonina (245). Muchos de los efectos beneficiosos
de la melatonina en diferentes condiciones patoldgicas en las que se supone
gue el estrés oxidativo juega un papel importante (246, 247) muy

probablemente se deben a su capacidad para neutralizar al peroxinitrito.

Igualmente, la melatonina protege al ADN nuclear o mitocondrial de su
degradacion por su exposicion a radiaciones ionizantes o a carcinégenos (229,
248). Asi lo indica el que la preexposicion a la melatonina disminuya la
formacion de 8-OHdG, un marcador de la degradacion oxidativa del ADN.
Ademas, al evitar la lesidon de este ultimo, también previene el gran consumo
energético que supone la reparacion del ADN por las PARP [Poly-(ADP-ribose)
polymerase] (249 — 251) y el riesgo de muerte por necrosis.

Ademas, la melatonina potencia los mecanismos defensivos celulares;
en concreto, aumenta la sintesis de glutation (242, 252 — 254) y la actividad de
las enzimas antioxidantes y reduce la de las oxidantes (255, 256). En efecto, la
melatonina aumenta el ARN mensajero de la superéxido dismutasa y de la
gamma-glutamil-cisteina sintetasa (234, 253), con lo que aumenta la formacion

de glutatidon y de glutation peroxidasa (253, 254).

Los efectos de la melatonina aventajan en muchos aspectos a los de
otros antioxidantes. Ya hemos comentado que sus efectos no se limitan a
contrarrestar las consecuencias de las ROS, sino que se extienden sobre los
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efectos de las RNS. Este potencial frente al estrés nitrogenado no es
compartido por la mayoria de los restantes antioxidantes. Es el Gnico agente
capaz de eliminar todos los componentes del llamado “triangulo diabdlico”
(anién superdxido, NO, ONOQO™). Puede inhibir a la iINOS (257 — 260) y reducir
la formacion de NO y de peroxinitrito. Ademas, no existen barreras anatdmicas
gue impidan su difusién (261), por lo que practicamente todos los 6rganos,
tejidos y células quedan bajo la proteccion de esta hormona (262). Otros
antioxidantes frecuentemente encuentran barreras que les son infranqueables.
Este es el caso del a-tocoferol que no puede superar la barrera placentaria y
hematoencefélica. La capacidad de penetracion de la melatonina no se limita a
los oOrganos o tejidos sino que también se refiere a los diferentes
compartimientos celulares, incluido el ndcleo y las mitocondrias. Por esta
razén, la melatonina protege a las membranas, a las proteinas celulares y al
ADN genomico y mitocondrial (248). Esta gran difusibilidad se debe a su
caracter anfifilico, es decir, a su capacidad para disolverse tanto en los lipidos
como en el agua. El a-tocoferol, por ejemplo, es un buen antioxidante
liposoluble, por lo que sus efectos protectores se limitan a las membranas
celulares. La N-acetil-cisteina y el ascorbato son solubles en el agua y, en
consecuencia, no pueden proteger a las membranas celulares y, en muchas

ocasiones, no pueden atravesarlas ni penetrar en las células.

La mayoria de los antioxidantes, entre ellos las vitamina E y C, cuando
se enfrentan a un radical libre o0 a un ROS, captan el electrén sobrante y
neutralizan asi su efecto oxidante. Consecuencia de esta accion es que el
propio antioxidante, al ser ahora el portador de ese electron, se trasforma en
oxidante y puede, en consecuencia, oxidar a otras moléculas (263). La
melatonina, por el contrario hunca se comporta como oxidante, ya que cada
vez que se encuentra con una molécula de peroxinitrito se sacrifica para
neutralizarla y desaparece con él. Ademas, la melatonina no consume
glutation, por el contrario, aumenta su expresion genética a nivel

transcripcional y por ello preserva o incluso aumenta el glutatién celular. (264).

La melatonina se ha empleado, en algunos casos con éxito, en el
tratamiento de algunas enfermedades cronicas, por ejemplo, en el de la
hipertension arterial en ancianos (265), la infertilidad en mujeres jovenes (266),

la artritis reumatoide (267), el insomnio (268, 269), la depresion (27), las
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alteraciones del transito intestinal (271) y en la prevencion de la toxicidad por
guimioterapia (272), entre otros. Sus efectos secundarios, tanto en animales
como en el hombre, son minimos (273 — 275) y su precio es bastante
asequible. Se carece de experiencia sobre sus efectos en la EGHNA, no sélo

humana sino también experimental.
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HIPOTESIS

En estudios previos, nuestro grupo aporté pruebas de que la actividad
de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) estd muy alterada en los
pacientes con EGHNA y que esos cambios se asociaban con el indice de
masa corporal, las tasas en sangre de TNFa y la resistencia a la insulina.
También este grupo demostro en ratones obesos que en la EGHNA, ademas
de estrés oxidativo, hay estrés nitrogenado y que el peroxinitrito parece jugar
un papel importante en la patogenia de estas alteraciones y de las lesiones
hepaticas. El TNFa puede provocar estrés oxidativo y nitrogenado, ya que
interfiere con la actividad del la CRM, dando lugar a la formacion de anién
superoxido, e induce la expresion y la actividad de la oxido-nitrico sintetasa
inducible (iNOS), lo que se traduce en aumento de 6xido nitrico. Este, junto
con el anion superoxido, forma peroxinitrito responsable del estrés
nitrogenado y puede ocasionar una mayor disfuncion de la CRM. La
administracion de anti-TNFa, de &cido Urico o de MNnTBAP, un antioxidante
mitocondrial analogo de la superdxido sintetasa, evita que en los ratones
obesos se altere la funcion mitocondrial y que los animales desarrollen
lesiones de EGHNA. Por ello, se formuld la hipotesis de que la obesidad
visceral pudiera favorecer la liberacion a la sangre portal de acidos grasos
libres y de TNFa, los cuales provocarian resistencia a la insulina, esteatosis
hepatica, induccién de la INOS, disfuncion de la CRM, hiperproduccion de
anion superoxido y 6xido nitrico y formacion de peroxinitrito. Este alteraria
aun mas la actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial
y cerraria un circulo vicioso que aumentaria la formacién de anion
superoéxido y entorpeceria el consumo de acidos grasos y la formacién de
ATP. Segun esta hipotesis, el tratamiento de la EGHNA deberia ir dirigido no
s6lo a controlar el estrés oxidativo sino también a eliminar el peroxinitrito
responsable de la disfuncién mitocondrial y de las lesiones hepaticas. Entre
los agentes capaces de neutralizar al peroxinitrito, ademas del acido urico,
figura la melatonina. Por ello, el tratamiento de los ratones obesos con
melatonina debe mejorar la disfuncién mitocondrial y las lesiones hepaticas
de la EGHNA.
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OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio fueron:

(1) Comprobar que los ratones obesos, ob/ob, presentan lesiones
hepaticas de EGHNA y que la actividad de la Cadena

Respiratoria Mitocondrial (CRM) esta alterada.

(2) Determinar las causas por las que la actividad de la CRM esta

alterada en este modelo murino de EGHNA.

(3) Conocer el papel que juega el estrés oxidativo y el estrés

nitrogenado en la patogenia de esta alteracion.
(4) Estudiar los efectos del peroxinitrito “in vitro” sobre la CRM.,

(5) Probar que la melatonina protege “in vitro” a la CRM de los

efectos del peroxinitrito y

(6) Demostrar que la melatonina evita que los ratones ob/ob
desarrollen lesiones de EGHNA vy las alteraciones de la

CRM que existen en esos ratones obesos no tratados.
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MATERIAL Y METODOS.
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1.- Grupos experimentales de ratones.

En todos los estudios realizados en animales hemos seguido las normas
establecidas por la “Guia Esparola para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio”. En estos estudios utilizamos ratones macho de seis semanas
C57BL/6J y ratones macho obesos de la misma edad C57BL/6J Lep‘™ (ob/ob)
obtenidos de Charles River Laboratory (Charles River Laboratorios Espafia, SA.
Santa Perpetua de la Mogada. Barcelona). Estos animales fueron mantenidos
durante 12 semanas en un ambiente estable a 23° C (3 ratones por jaula), con
ciclos de luz y oscuridad de 12 horas y libre acceso al agua y al pienso estandar

para ratones.
Cincuenta y cuatro ratones fueron distribuidos en cinco grupos:
El grupo | (control, delgados) estaba formado por 10 ratones C57BL/6J.

El grupo Il (obesos, ob/ob) incluia a 10 ratones C57BL/6J Lep'™ tratados
con 500 uL de 0,8% de solucion salina administrada diariamente por via

peritoneal.

El grupo lll lo componian 6 ratones ob/ob tratados con 10 mg/Kg/dia de
manganeso [lll] tetrakis (acido 5,10,15,20 benzoico) porfirina (MnTBAP)
(Calbiochem. San Diego. CA), un antioxidante mitocondrial analogo a la

superoéxido dismutasa.

El grupo IV (4cido Urico) estaba formado por otros 6 ratones tratados con

20 mg/dia de &cido uarico (Sigma-Aldrich Quimica SA. Tres Cantos. Spain).

El grupo V (melatonina) estaba también formado por 6 ratones ob/ob
tratados 10 mg/Kg/dia de melatonina (Sigma-Aldrich Quimica SA. Tres Cantos.
Spain).

El &cido drico fue administrado en forma de suspension de 20 mg en 200
uL de suero fisiolégico. La melatonina se preparé disolviendo 50 mg de
melatonina en 500 uL de etanol y esta solucion en 50 mL de suero fisiologico (1

mg/mL). Tanto esta solucién como la de MnTBAP fueron administradas de forma

intraperitoneal (i.p.) durante 12 semanas.

Al finalizar el tratamiento, los animales fueron pesados, anestesiados y se
extrajo sangre por puncion del ventriculo derecho. El higado fue perfundido con
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suero fisiolégico a través del ventriculo izquierdo. Tras ello, el higado fue
rapidamente extraido, pesado, colocado sobre hielo, fragmentado y recogido en
partes separadas para los diferentes andlisis: (a) en fresco para medir la
respiracion mitocondrial (aislamiento inmediato de mitocondrias); (b) en
formaldehido al 10% para ser procesado para estudio histologico. Se realizaron
tinciones en hematoxilina-eosina y tricromico de Masson. También, estos cortes
histologicos fueron empleados para estudios de inmunofluorescencia con
anticuerpos especificos frente a 3-nitrotirosina (3NT) (Upstate Cell Signaling
Solutions. Lake Placid, NY, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante; (c)
en glutaraldehido para microscopia electronica; (d) en nitrogeno liquido para
medir la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, triglicéridos,
lipoperoxidos, glutation citosolico y mitocondrial y estudios protedémicos y (e)
recogidos en RNAlater para estudios de PCR cuantitativa.

2.- Concentracion de triglicéridos en el higado.

Fue determinada utilizando un “kit” especifico para esta medicion y
siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich Quimica SA. Tres
Cantos. Spain). Las tasas séricas de transaminasas se determinaron mediante

autoanalizador (Hitachi 747 Roche Diagnostic Corp. Indianapolis. IN).

3.- Aislamiento de las proteinas mitocondriales del tejido

hepatico.

Las proteinas aisladas de tejido hepatico fresco (50-70 mg) fueron
homogenizadas en 500 uL de buffer de sucrosa (440 mM sucrosa, 20 mM MOPS,
1 mM EDTA, pH 7,2) y 10 uL de 0,2 mM de PMSF (phenylmethyl-sulfonyl fluoride)
preparado justo antes de empezar la homogenizacion a partir de 0.5 M DMSO
(dimethyl sulféxido). EI homogeneizado fue centrifugado, a 10.700 rpm durante
15 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y al sedimento se le afiadieron 500
ul de 500 mM NaCl, 10 mM Na‘*/MOPS, pH 7,2. Tras ello, homogeneizado fue de
nuevo centrifugado a 15.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Finalizada esta
centrifugacion, se eliminé el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 150

uL de un buffer que contenia 1 M de &cido aminocaproico/50 mM de Bis-Tris-CIH,
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pH 7,0 y 20 uL de 10% del detergente Brij 35. La suspensiéon se centrifugd a
17.000 rpm durante 15 minutos. Al sedimento se le afiadieron 80-120 uL de 1M
acido aminocaproico/50 mM Bis-Tris HCI, pH 7,0, se homogeniz6 con una
pequefia espatula y se afiadieron 40-60 uL de 10% acido dodecilmaltosido
(cuando fue necesario por haber mucho sedimento, se aumenté la cuantia de ac.
aminocaproico y de ac. dodecilsulfato, manteniendo las proporciones 2:1]. Tras
ello, se centrifugd de nuevo a 17.000 rpm durante 15 minutos a 4°C y se recogio
el sobrenadante. En este extracto se midid la concentracion de proteinas
mediante el método de Bradford (276).

4.- Determinacion de la peroxidacion de los lipidos y el contenido

mitocondrial de glutation.

La peroxidacion de los lipidos fue determinada midiendo la concentraciéon
de sustancias reactivas con el acido tiobarbitirico (TBARS) en 100 uL de
homogeneizado de tejido hepatico siguiendo el procedimiento descrito por
Ohkawa et al. (277). El glutation mitocondrial se midi6é siguiendo el procedimiento

descrito por Tietze y modificado por Eady et al. (278).

5.- Determinacion semicuantitativa de la actividad del complejo |

“in gel” de acrilamida.

Para determinar semicuantitativamente la actividad en gel del complejo |,
seguimos la técnica descrita por Schagger (279), modificada por Nijtmans y col.
(280) y conocida por el nombre de Blue Native electroforesis. Con ese fin
separamos los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial mediante
electroforesis unidimensional en un gel de poliacrilamida con el colorante Serva
Blue G (Serva Biochemicals, Heidelberg, Alemania) o Coomasie Blue G250 (Blue
Native-polyacrilamide gel electrophoresis, BN-PAGE). Este colorante es crucial,
ya que impide la disociacion de los componentes de los complejos y permite que
la actividad de los mismos se mantenga integra. Debido a que estos complejos
son de muy alto peso molecular, el gel empleado para su separacion tenia un
gradiente de 3-12% de acrilamida (NativePAGE 3-12% Bis-Tris Gel. Invitrogen.
Carlsbad. CA).
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6.- Determinacion cuantitativa de la actividad de la cadena

respiratoria mitocondrial.

La actividad de la citrato sintetasa y de los complejos de la CRM la
medimos en 10-30 ul de homogenizado hepatico empleando un DU-650
espectrofotometro (Beckman Instruments. Palo Alto. CA) segun lo descrito por
Martinez et al. (281). La actividad del complejo | (reductasa de la NADH coenzima
Q1 sensible a la rotenona) la determinamos por la oxidacion del NADH a 340 nm
en 20 mM de fosfato potasico, pH 8,0: 200 uM NADH, 1 mM NaNs;, 0.1% BSA-
EDTA y 100 uM ubiquinona-1 en ausencia y en presencia de 5 uM de rotenona.
De esta manera se puede calcular la tasa de oxidacion del NADH sensible a la
rotenona. La actividad de la succinato deshidrogenasa (componente del complejo
II) la medimos por la reduccion del 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) a 600 nm en
50 mM Tris-fosfato potasico, pH 7,0; 1,5 mM KCN; 100 uM DCPIP y 32 mM de
succinato. ElI complejo Il (citocromo ¢ reductasa) lo determinamos a 550 nm por
la reduccion del citocromo ¢ en 50 mM de fosfato potasico, pH 7,5; 2 mM NaNs,
0,1% BSA-EDTA, 50 uM citocromo ¢, 50 uM ubiquinol-2 en ausencia de
antimicina A y, después en presencia de 0,01 mg/mL de antimicina A, de forma
gue podemos calcular la tasa de reduccién del citocromo ¢ que es sensible a la
antimicina A. El complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) lo medimos a 550 nm por la
oxidacion del citocromo c¢ reducido en 10 nM de fosfato potésico, pH 7,0 y 80 uM
citocromo reducido (recién preparado por la adicion de ditionito sodico). Por
altimo, la actividad del complejo V la medimos a 340 nm por el ATP que
desaparece en presencia de 50 mM Hepes-Mg, pH 8,0; 0,2 mM NADH, 2,5 mM
fosfoenolpiruvato, 5 uL piruvato kinasa (10 mg/ml), 10 uL LDH (5 mg/ml), 10 uL
antimicina (0.2 mg/ml); 2,5 mM ATP, pH 7,0 y 10 uL oligomicina (0,2 mg/mL). La
citrato sintetasa la medimos a 420 nm en 75 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 uM 5,5’-
ditiobis (acido 2-nitrobenzoico), 350 ug/mL acetil-CoA, 0,5 mM oxalacetato y 0,1%
Triton X-100. Las actividades fueron expresadas en nmol de sustratos utilizados
por minuto. Para corregir el volumen de mitocondrias utilizado en cada medicién,
normalizamos la actividad obtenida por la actividad de la citrato sintetasa. Los

complejos I, 1I, Ill, V y la citrato sintetasa los medimos a una temperatura de
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incubacion de 30°C y el complejo 1V a 38°C. Todas estas actividades las medimos

por triplicado.

7.- Medicién del consumo mitocondrial de oxigeno.

La respiracion mitocondrial la determinamos por polarografia a 37°C con un
electrodo de oxigeno tipo Clark conectado a un ordenador con el software
apropiado (Oxygraph, Hansatech Instruments Ltd. Norfolk. UK) segun lo descrito
por Radi et al. (146). Para ello preparamos primero el buffer de respiracion que
consta de: 145 mM KCI; 3 mM MgCl,; 30 mM Hepes; 0,1 mM EGTA; 5 mM
KH,PO, y 0,1% albumina sin acidos grasos, a pH 7,4 y 37°C. En estas
condiciones, el electrodo se encuentra estable y su lectura indica el oxigeno

diluido en el medio.

Mitocondrias

[ e

Succinato

Consumo basal

Estado 4
o de reposo

ADP

Estado 3
o de fosforilacion

Estado 3

ICR = Estado 4

La medicion se inicia al colocar en la camara 0,5 mL de una suspension de
mitocondrias equivalente a 0,25 mg/mL de proteinas mitocondriales (125 ug). En
ese momento, la linea que indica la cuantia de oxigeno en la cAmara comienza a
descender. La pendiente de esta caida indica el consumo basal de oxigeno por
las mitocondrias. Tras 1 a 2 minutos, se afiade a la suspension mitocondrial 5
mM de succinato como sustrato. Tras ello, se observa que la pendiente de la
grafica aumenta, lo que indica que los niveles de oxigeno en la camara

disminuyen por ser consumido por las mitocondrias. La medicién obtenida en
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estas condiciones corresponde al consumo mitocondrial de oxigeno en estado 4 o
de reposo. Pasados unos minutos, se afiade a la mezcla 500 uM de ADP, lo que
provoca un nuevo descenso de los niveles de oxigeno al entrar las mitocondrias
en el estado 3 o de fosforilacion. En esta fase, se sintetiza ATP. Se finaliza la
medicién con la adicién de oligomicina que frena la respiracion mitocondrial, como
se refleja en la gréafica, cuyo curso se horizontaliza. EI comportamiento de las
mitocondrias en el estado 4 y estado 3 informa sobre el estado de las
mitocondrias tras su aislamiento. Un estado 4 bajo y un estado 3 alto indica que

las mitocondrias se encuentran en buen estado. El indice de control respiratorio

(ICR) se calcula dividiendo el consumo de oxigeno en estado 3 entre el consumo

de oxigeno en el estado 4.

Tras la adicion sucesiva de los diferentes sustratos se obtiene una grafica

similar a la siguiente:

8.- Valoracion del grado de ensamblaje de los complejos de la

cadena respiratoria mitocondrial.

Las proteinas mitocondriales fueron aisladas por electroforesis
unidimensional en un gel de poliacrilamida (BN-PAGE) de forma similar a como
fueron separadas para realizar el analisis de la actividad del complejo | en gel de
acrilamida (280). Con este fin, empleamos un gel de gradiente de 3-12% de
acrilamida (NativePAGE 3-12% Bis-Tris Gel. Invitrogen. Carlsbad. CA). Una vez
concluida la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
difloruro de polivinilo (poros de 0,45 um) (membrana de transferencia Immobilon-
P. Millipore Co. Bedford. MA) segun el método descrito por Triepels (282). Las
proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial fueron identificadas mediante
“Western Blot” exponiendo la membrana con las proteinas transferidas durante
dos horas a 10 uL de anticuerpos frente a la subunidad 39 (NDUFA9) del
complejo I, la subunidad 70 del complejo Il, la subunidad Core 2 del complejo Il y
la subunidad COX1 del complejo IV disueltos en buffer bloqueante. Tras el lavado
de las membranas con PBS-Tween 0,05%, éstas fueron incubadas durante 1 hora
con el anticuerpo secundario anti-ratbn conjugado con peroxidasa en solucion
1:5000 (Molecular Probes. Prat de Llobregat, Barcelona). ElI material

inmunoreactivo fue visualizado por quimioluminiscencia (ECL, Western Blotting
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Detection. GE Healthcare. Madrid) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
membrana, finalmente, fue expuesta a Hyperfilm MP (Amersham, GE Healthcare.
Madrid). Por dltimo, la intensidad de las sefiales obtenidas fue cuantificada
mediante el programa de analisis de imagen IMAGEJ (283).

9.- Electroforesis de segunda dimension para evaluar las

subunidades del complejo I.

Para realizar esta electroforesis de segunda dimension, se cort6 la banda
gue contenia los complejos mitocondriales en el gel de una dimensién y se coloco
sobre una placa de cristal (280) rotandola 90°, de forma que la zona de menor
peso molecular quedara hacia la derecha. Esta banda de gel se incubé durante 1
hora a temperatura ambiente con una solucion disociante que contenia 1% SDS y
1% 2-mercapto-etanol. Durante esta incubacion, todas las subunidades que
forman los complejos mitocondriales se separan unas de otras. Tras eliminar la
solucion disociante, se colocé una segunda placa de cristal, de forma que la
banda del gel quedara en la parte superior, entre los dos cristales. Tras ello se
procedia al sellado de los bordes laterales e inferior con agarosa caliente. Para
asegurarnos de que el sellado de los bordes era correcto, afiadiamos agua entre
ambos cristales —conteniendo la banda de acrilamida cortada—. Cuando
observdbamos que habia fugas de agua, seguiamos afiadiendo agarosa por los
bordes hasta que el cierre era hermético y seguro. El espacio que quedaba entre
ambos cristales y por debajo de la banda de gel lo rellenabamos con el gel de
acrilamida. Este lo preparamos con la mezcla de 3,75 mL 40% acrilamida, 4,48
mL Buffer Il/SDS [90,8 g TRIS Base; 7,5 mL 10% SDS; 250 mL agua; pH 8,45],
1,57 mL glicerol y 4,68 mL agua. Para iniciar la polimerizacion afiadimos 93,75 ul
10% APS y 7,6 ul TEMED. Esta combinacion de acrilamida liquida la vertiamos
entre ambos cristales procurando que el nivel superior quedara por debajo de la
banda de la primera dimension cortada y colocada entre ambos cristales.
Procurdbamos que no se formaran burbujas que pudieran interferir posteriormente
el desarrollo de la electroforesis. Para que el nivel superior de este gel quedara
horizontal, afladiamos etanol y esperdbamos a que polimerizara la acrilamida. De
forma simultdnea, en paralelo, en las mismas condiciones, preparabamos un gel

similar que contenia los complejos mitocondriales del animal que utilizamos como
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control (raton delgado vs. ob/ob; ratdon ob/ob no tratado vs. raton ob/ob tratado).
Una vez habia polimerizado la acrilamida vertida entre los cristales, elimindbamos
el etanol. Posteriormente, vertiamos entre los dos cristales, sobre el nivel del gel
de 40% acrilamida y rodeando a la banda de acrilamida de la primera dimension,
el nuevo gel “staking”. Este lo prepardbamos con 1,5 mL 40% acrilamida, 3,7 mL
Buffer Il/SDS y 9 mL agua, a lo que afiadiamos 15 ul 10% APS y 15 ul TEMED.
También en este caso cuiddbamos que no se formaran burbujas. Una vez
polimerizado este gel, los dos sistemas (control y problema) eran colocados en
una cubeta de electroforesis y entre ellos vertiamos el buffer catodo de
electroforesis [12,1 g TRIS Base, 17,9 g tricine, 10 mL 10% SDS, hasta 1000 mL
agua; pH 8,2]. Por fuera vertiamos el buffer anodo [24,25 g TRIS Base, 1000 mL
agua, pH 8.9]. Para que corrieran las subunidades de los complejos, cerrabamos
el circuito inicialmente a 42 V y mas adelante, una vez que las proteinas habian
pasado el gel “staking”, a 80 V durante 2-4 horas a temperara ambiente. Tras
finalizar la electroforesis, transferiamos en seco esas proteinas a una membrana
de difloruro de polivinilo a 15 V durante hora y media. El reconocimiento de las
diferentes subunidades del complejo | lo haciamos empleando anticuerpos
especificos contra las subunidades 39 kDa (NDUFA9), ND4, ND2, 30 kDA
(NDUFS3), ND1, 20 kDa (MTND®6), 17 kDa (NDUFBS6), 15 kDa (NDUFAG6), 8 kDa y
NDA4L. Tras lavar las membranas, éstas las tratabamos como se ha indicado mas

arriba para la visualizacion de las respectivas subunidades.

10.- Determinacion de la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina en el ADN

nuclear y mitocondrial.

Aislamos el ADN nuclear (nADN) y mitocondrial (mtADN) de 100 mg de
tejido hepatico. Para ello utilizamos un “kit” comercial para el aislamiento de estos
ADNs (BioVision Research Products. Mountain View. CA) y seguimos las
instrucciones de uso del fabricante. El dafio oxidativo lo valoramos determinando
la 8-OHdG mediante un analisis inmunoenzimatico competitivo siguiendo las
recomendaciones del fabricante (8-Hydroxy-2-deoxy-guanosine EIA Kit. Cayman
Chemical Co. Ann Arbor. MI).
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11.- PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCR).

El ARN total fue extraido del higado de los ratones delgados y ob/ob
utilizando el “TRI-reagent (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ARN fue tratado con DNasa | con el fin de eliminar
los restos contaminantes de ADN (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). De 1 ug
de ARN se generé el cADN mediante el “kit” comercial “First Strand cDNA Sintesis
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN) para RT-PCR a 25°C, 5 minutos; 42°C,
60 minutos; 95°C, 5 minutos y 4°C, 5 minutos. La RT-PCR cuantitativa la
realizamos mediante un “Light Cycler 1.0” (Roche Applied Science) en 20 ul con
50 ng cADN, 0,5 uM primer y 2 ul FastStart DNA Master SYBR Green 1 (Roche
Applied Science. Mannheim, Germany). Los datos obtenidos de la PCR

24C, descrito por Livak et al.

cuantitativa fueron analizados siguiendo el método
(284). Las secuencia de los “cebadores” empleados en estos experimentos
figuran en la tabla 1. La expresion de las subunidades del complejo | analizadas
fue normalizada con la correspondiente a la B-actina. Las condiciones de
amplificacion fueron 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 10 segundos,
acoplamiento (annealing) a 57°C durante 5 segundos y extension a 72°C durante
20 segundos (285). La pureza y la autenticidad del tamafio de los productos

ampliados fueron verificadas mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 1. Cebadores empleados en la PCR cuantitativa a tiempo real

NDUFA9 | Sentido: 5-CAT TAC TGC AGA GCC ACT-3
Antisentido: 5-ATC AGA CGA AGG TGC ATG AT-3

NDUFB6 | Sentido: 5-ATA ACTTTT TGC GGG ACG GG-3
Antisentido: 5'-CAG GAA AATCTCTCATTG GTG-3’

NDUFS3 | Sentido: 5-AGG AAC ATG GCG GCG GCT GC-3’
Antisentido: 5-ATT TCA GCC ACA TAC TCT CC-3’

ND1 Sentido: 5-TGC ACC TAC CCT ATC ACT C-3
Antisentido:
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ACT C-3
5-ATT GTT TGG GCT ACG GCT C-3'
ND2 Sentido: 5'- ATG AGT AGG CCT GGA ATT C-3
Antisentido: 5'-ATC AGA AGT GGA ATG GGG C-3'
ND4 Sentido: S5'-ATA ATT ATA ACT AGC TCA ATC TGC-3
Antisentido: 5-TCG TAGTTG GAGTTT GCT AG-3’
ND4L Sentido: 5'-CTC ACCATA GCCTTC TCA C-3
Antisentido: 5'-CGT AAT CTG TTC CGT ACG TG-3'
B-Actin Sentido: 5'-ATG GAT GAC GAT ATC GCT G-3'
Antisentido: 5- GTT GGT AAC AAT GCC ATG TTC-3'

12.- Modificaciéon de las proteinas mitocondriales “in vitro” por el

peroxinitrito.

Para modificar las proteinas mitocondriales con el peroxinitrito, seguimos el
procedimiento descrito por Murray et al. (286). En concreto, preparamos una
solucion de 30 mM de peroxinitrito disolviendo este anién o el peroxinitrito
degradado (Upstate Biotechnology, Lake Placid. NY. USA) en 0,3 M de hidréxido
sédico. La concentracion de peroxinitrito fue confirmada midiendo su absorbancia
a 301 nm (coeficiente de extincién 1670 M™* cm™). Veinte microgramos de
proteinas mitocondriales disueltas en el buffer de extraccion especificado mas
arriba las expusimos a 10 uM de peroxinitrito. Con este fin, el peroxinitrito se
deposité sobre un lado del tubo de Eppendorf y mediante vortex se permitio la
mezcla con la solucion proteica. Tras unos segundos, el pH del peroxinitrito,
alcalino, desciende al pH neutro del buffer en el que estan disueltas las proteinas.

Este procedimiento lo repetimos todas las veces que fueron necesarias para
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lograr que las proteinas quedaran expuestas a la cantidad de peroxinitrito que
deseemos (entre 10 y 2800 uM). La nitracion en 3-tirosina de las proteinas
mitocondriales la comprobamos mediante Western blot empleando como

anticuerpos primarios anti-3-nitrotirosina.

13.- Estadistica.

El andlisis estadistico de los resultados lo realizamos utilizando el

programa SPSS Statistical Software para Windows, version 9 (SPSS Inc. Chicago,
IL). En general, los resultados los hemos expuesto en forma de media + SD.
Empleamos el coeficiente de correlacion de Spearman para analizar la correlacion

existente entre variables. Consideramos significativos los valores de p<0,05.
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RESULTADOS.
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1.- Los ratones ob/ob desarrollan lesiones de EGHNA vy

alteraciones de la CRM.

1.1.- Cambios histolégicos hepaticos en los ratones ob/ob.

El parénquima hepatico de los ratones ob/ob, en contra de lo que ocurria en los
ratones delgados, controles (Fig. 4a y 4b) presentaba una intensa esteatosis que
comprometia al 75% de los hepatocitos. En el 30% de las células hepaticas, la
grasa se encontraba en forma de gotas macrovacuolares y en el 40% restante la
esteatosis era microvacuolar (Figs. 4c, 4d y 4e). Dispersos por el parénquimay en
los espacios porta existian algunos focos de células mononucleares (Fig. 4f) y
algun hepatocito con hialina de Mallory.

Figura 4.- Histologia hepatica de ratones delgados, controles (a, b) y ob/ob (c,d,e,f). Los cortes
histolégicos fueron tefiidos con hematoxilina/eosina (x100 aumentos (a, c), x200 (d,f), x400 (b,e).

Concordantes con estos resultados fueron los obtenidos cuando
determinamos las concentraciones de triglicéridos en el tejido hepatico y las tasas
de transaminasas en sangre. La figura 5 muestra que las tasas de triglicéridos en
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el higado estaban elevadas desde 8,94+6,4 mg/g de tejido hepatico hasta
79,4+13,4 mg/g de higado (p<0,001). A su vez, las transaminasas séricas estaban
también significativamente elevadas (AST control, 33,2+9 UIl/L; ob/ob, 839+118
UI/L; p<0,001. ALT control, 28+9 UI/L; ob/ob, 62467 UI/L, p<0,001).
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Figura 4.- Histologia hepéatica de ratones delgados, controles (a, b) y ob/ob (c,d,e,f). Los cortes
histolégicos fueron tefiidos con hematoxilina/eosina (x100 aumentos (a, c), x200 (d,f), x400 (b,e).

Concordantes con estos resultados fueron los obtenidos cuando
determinamos las concentraciones de triglicéridos en el tejido hepatico y las tasas
de transaminasas en sangre. La figura 5 muestra que las tasas de triglicéridos en
el higado estaban elevadas desde 8,94+6,4 mg/g de tejido hepatico hasta
79,4+13,4 mg/g de higado (p<0,001). A su vez, las transaminasas séricas estaban
también significativamente elevadas (AST control, 33,2+9 UI/L; ob/ob, 839+118
UI/L; p<0,001. ALT control, 28+9 UI/L; ob/ob, 624+67 UI/L, p<0,001).
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Figura 4.- Histologia hepatica de ratones delgados, controles (a, b) y ob/ob (c,d,e,f). Los cortes

histolégicos fueron tefiidos con hematoxilina/eosina (x100 aumentos (a, c), x200 (d,f), x400 (b,e).

Concordantes con estos resultados fueron los obtenidos cuando
determinamos las concentraciones de triglicéridos en el tejido hepatico y las tasas
de transaminasas en sangre. La figura 5 muestra que las tasas de triglicéridos en
el higado estaban elevadas desde 8,94+6,4 mg/g de tejido hepético hasta
79,4+13,4 mg/g de higado (p<0,001). A su vez, las transaminasas séricas estaban
también significativamente elevadas (AST control, 33,29 UI/L; ob/ob, 839+118
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UI/L; p<0,001. ALT control, 2849 UI/L; ob/ob, 624+67 UI/L, p<0,001).

UI/L; p<0,001. ALT control, 2849 UI/L; ob/ob, 624+67 UI/L, p<0,001).
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Figura 5. Tasas séricas de transaminasas y contenido hepatico en triglicéridos. Las AST y ALT séricas
fueron determinados mediante autoanalizador. El contenido hepatico en triglicéridos fue determinado
siguiendo el procedimiento descrito en “Material y Métodos”.

1.2.- La actividad de los complejos de la CRM esta disminuida en

los ratones ob/ob.
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ob/ob.

El complejo | (NADH deshidrogenasa) de la CRM acepta electrones del
NADH y se los envia a la ubiquinona (Fig. 3). Como muestra la figura 6, la
actividad del complejo | en las mitocondrias del tejido hepético estaba descendida
desde 51,3+2,0 [(nmol x min™ x mg proteina™®/nmol x min™* x mg proteina™ CS) x
100] (complejo 1/CS), en los ratones delgados, a 36,0+2,8 complejo I/CS
(p<0,001) (70,3+5,5%) en los ratones ob/ob.

En los ratones ob/ob, la actividad del complejo Il (succinato
deshidrogenasa), que pasa electrones directamente a la ubiquinona (Fig. 3),
estuvo descendida significativamente al 52,1+5,3% de la actividad existente en los
ratones controles (controles, 51,4+6,0 complejo IlI/CS; ratones ob/ob 25,7+4,1
complejo 1l/CS; p<0,001). (Fig. 6).

Ratones delgados (n, 10) - Ratones ob/ob (n, 10)
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Figura 6. La actividad de la CRM esta disminuida en el higado de los ratones ob/ob. La actividad

enzimatica de los complejos de la CRM esta expresada en porcentajes de la actividad control en los ratones
delgados. (**), p<0.01; (***), p<0.001.

La ubiquinona pasa los electrones desde el complejo | y Il al complejo b-
c1 (complejo 1), el cual los envia al citocromo ¢ (Fig. 3). En los ratones ob/ob, la
actividad de este complejo Il era tan sélo del 43,2+15,7% de la actividad existente
en los ratones normales (Controles, 73,8+£2,3 complejo IlI/CS; ratones ob/ob,
31,9+11.6 complejo 1ll/CS; p<0,01) (Fig. 6).

El citocromo c esta implicado en el transporte de electrones desde el
complejo b-c; al complejo IV (citocromo ¢ oxidasa), el cual, finalmente, los
transfiere al oxigeno (Fig. 3). La medicion de la actividad de este complejo

enzimatico en el higado de los ratones ob/ob mostr6 que ésta estaba descendida
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al 60,1+7,1% de la actividad control (Controles, 56.5t5 complejo IV/CS; ratones
ob/ob, 34.0+4.0 complejo IV/CS; p<0.001) (Fig. 6).

El transporte de electrones a través de la CRM est4 acoplado al bombeo
de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana de la pared
mitocondrial. El complejo V (ATP sintetasa) de la CRM convierte la adenosina
difosfato (ADP) en adenosina trifosfato (ATP) cuando los protones regresan a la
matriz mitocondrial desde el espacio intermembrana. La actividad de este ultimo
complejo estuvo también significativamente disminuida en los ratones ob/ob al
63,9148,4% de la actividad en los ratones delgados. En efecto, mientras que la
actividad normal de este complejo fue de 272,1+27,3 complejo V/CS, en los
ratones ob/ob era tan solo de 185,2+22,7 complejo V/CS (p<0,01). (Fig. 6).

La actividad de la CS fue 1240+271 nmol/min/mg de proteina en los ratones
delgados y de 1138+249 nmol/min/mg de proteina en los obesos, lo que indica
gue no existia proliferacion mitocondrial en los ratones ob/ob. Las diferencias en

actividad CS entre ambos grupos de ratones no es significativa.

1.3.- La respiracion mitocondrial estad significativamente

disminuida en el higado de los ratones ob/ob.

La respiracion mitocondrial fue determinada siguiendo el procedimiento
descrito en “métodos” mediante un electrodo de oxigeno tipo Clark en tejido
hepético obtenido inmediatamente tras el sacrificio de los ratones. Calculamos el
indice de control respiratorio por el cociente del consumo de oxigeno en estado 3
(tras la adicion a la camara de 500 uM de ADP) dividido por el consumo de
oxigeno en la fase 4 (tras la adiciéon de 5 mM de succinato). Este estudio mostro
gue el consumo de oxigeno en los ratones ob/ob estaba significativamente
descendido desde 2,90+0,42, que es consumo de oxigeno en los ratones
normales, hasta 1,65%0,35, p<0,001. Estos resultados son concordantes con los

obtenidos al determinar la actividad de la CRM.

2.- La hipoactividad de la CRM se debe a la disminucién de los

complejos completamente ensamblados.
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2.1.- Los complejos de la CRM completamente ensamblados

estan disminuidos en los ratones ob/ob.

Con el fin de conocer los motivos por los que los complejos de la CRM
tienen baja actividad enzimatica en el higado de los ratones ob/ob, determinamos
el grado de ensamblaje de estos complejos. Este estudio lo realizamos mediante
BN-PAGE en primera dimensién segun el procedimiento descrito en la seccion de
“Métodos”. De esta forma comprobamos que la cuantia de todos los complejos de
la CRM completamente ensamblados se encuentra marcadamente reducida en
los ratones ob/ob, lo cual justifica que la actividad de estos complejos estuviera
muy disminuida en esos animales (Fig. 7, bandas ob/ob). lgualmente, esta figura
muestra que existen algunas bandas de bajo peso molecular (bandas a, b y ¢) que
corresponden probablemente a subcomplejos no completamente ensamblados o
a proteinas de esos complejos que han sido degradadas. Esto Ultimo es
particularmente probable para el caso de las bandas de menor peso molecular
(banda c).

ob/ob

Complejos

Figura 7.- Los complejos de la CRM completamente ensamblados se encuentran disminuidos en los
ratones ob/ob. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales fueron separadas en un gel BN-PAGE
segun la técnica descrita en “Material y Métodos”. Estas proteinas procedian del higado de ratones delgados
(Ctr) u ob/ob tratados con 500 ul de suero salino (ob/ob). La identificacién de los complejos fue realizada
utilizando anticuerpos especificos contra la subunidad NDUFA9 del complejo 1, la subunidad 70 del complejo
Il, la subunidad core 2 del complejo Ill, la subunidad COX 1 del complejo IV y la subunidad alfa del complejo
V.

2.2.- La cuantia de las subunidades de los complejos de la CRM

esta también muy reducida en los ratones ob/ob.

Con el fin de profundizar en el conocimiento de las causas que

determinan la baja actividad enzimética de los complejos de la CRM y su reducido
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ensamblaje, analizamos algunas subunidades de los complejos de la CRM,
principalmente del complejo | (NADH:ubiquinona oxidoreductasa). Elegimos este
complejo entre los cinco de la CRM por ser el primero, de mayor tamafio y el mas
complicado de todos ellos (287, 288, 289). Se trata de una multiproteina formada
por al menos 46 subunidades de las que siete estan codificadas por el genoma

mitocondrial y las 39 restantes por el genoma nuclear (288, 290, 291).

Para ello, las subunidades de los complejos fueron separadas en un SDS-
PAGE de segunda dimension segun como lo describimos en la seccién de
“Material”’. En concreto, analizamos las subunidades 39, 30, 20, 17, 15y 8 kDa
codificadas por el ADN nuclear y las subunidades ND1, ND2, ND4 y NDA4L
codificadas por el ADNmt. Para ello empleamos anticuerpos especificos contra
cada una de estas subunidades. De esta forma comprobamos que todas las
subunidades estudiadas de este complejo estaban muy disminuidas en los
ratones obesos (Fig. 8). Este descenso era especialmente marcado en las
subunidades codificadas por el ADNmt. En efecto, mientras que las subunidades
codificadas por el ADN nuclear estaban descendidas al 54+10% de la cuantia
existente en los ratones controles, las subunidades codificadas por el ADNmt lo
estaban al 17+1% (p<0,01). En los ratones ob/ob, ademas, encontramos la
aparicion de subcomplejos de menor peso molecular indicando que el proceso de
ensamblaje del complejo | se encontraba alterado. Por ejemplo, la subunidad 39
kDa estaba repartida en tres subcomplejos. Uno de ellos situado en los 980 kDa,
que es el peso molecular correspondiente al complejo | completamente
ensamblado, pero habia otro a unos 500 kDa, que es el peso molecular del
complejo Ill y un tercero situado aproximadamente a los 140 kDa que se
prolongaba hacia la derecha en forma de una estela de menor peso molecular.
Algo similar se observaba con la subunidad 17, que se detectaba a la altura del
complejo | completamente ensamblado, pero también en subcomplejos de 500 y
200 kDa de peso molecular. La subunidad FeS del complejo Il estaba disminuida
de tamafio en los ratones obesos, pero ademas, aparecia una estela de menor
peso molecular que se prolongaba hasta el frente de electroforesis, donde
formaba un subcomplejo. Lo mismo ocurria con la subunidad core 2, que se
seguia de una cola hacia la derecha. Las subunidades estudiadas de los
complejos Il y IV estaban también muy disminuidas y la subunidad o del complejo

era de reducido tamafio y se prolongaba hacia la izquierda.
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Figura 8.- Identificacién de subunidades de los complejos de la CRM de ratones delgados y ob/ob
tratados con suero salino. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales extraidas de ratones
delgados (Ctr) u obesos tratados con suero salino (ob) fueron separados en un gel de BN-PAGE y a
continuacion, tras la desnatuaralizacion de los complejos, en una SDS-PAG de segunda dimension. Los geles
procedentes de los ratones controles y de los ratones ob/ob se desarrollaron en paralelo y en las mismas
condiciones. Las diferentes subunidades del complejo | fueron identificadas mediante anticuerpos especificos
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contra la subunidad 39 kDa (NDUFA9), 30-kDa (NDUFS3), 20 kDa (MTND6), 17 kDa (NDUFB6), 15 kDa
(NDUFAG), 36.5 kDa (ND4), 31.5 kDa (ND2), 29.5 kDa (ND1) y 14.8 kDa (ND4L). Las subunidades 39, 30, 20,
17 y 15 kDa son representativas de proteinas codificadas por el ADN nuclear y las subunidades ND1, ND2,
ND4 y ND4L como codificadas por el ADNmt. Las subunidades del complejo Il fueron identificadas con
anticuerpos anti-core 2 y anti-FeS, las del complejo 1V con anti-COX 1, las del complejo Il con anti-unidad 70
y las del complejo V con anti-unidad alfa. Las lineas verticales indican la posicién del complejo | migrado en la
primera dimension (980 kDa). —veces, indica la cuantia de subunidad en los ratones ob/ob tratados en
relacion con los controles delgados.

2.3.- La expresion de los genes mitocondriales esta disminuida
en el higado de los ratones ob/ob.

Con el fin de conocer si el descenso de las subunidades del complejo |
pudiera deberse a una disminucion de su sintesis, determinamos la expresion
genética de varias subunidades codificadas por el ADNn (NDUFA9, NDUFB6,
NDUFS3) o por el ADNmt (ND1, ND2, ND4, ND4L) en el higado de ratones
controles, delgados y ob/ob. Para ello medimos los niveles de RNA mensajero de
esas subunidades mediante RT-PCR cuantitativa. Este estudio muestra que la
expresion genética de las subunidades codificadas por el ADN nuclear era similar
en los ratones ob/ob que en los delgados (Fig. 9A). Por el contrario, la expresion
genética de las subunidades codificadas por el ADNmt estaba reducida en los

ratones ob/ob al 30,00+9,63% de la existente en los controles delgados (Fig. 9B).
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Figura 9. La expresion de los genes mitocondriales esta disminuida en los ratones ob/ob. Tasas de
expresién genética de proteinas mitocondriales representativas de las codificadas por genes nucleares (A) o
mitocondriales (B) en el higado de ratones delgados y ob/ob tratados durante 12 semanas con suero salino
(ob). EI ARN mensajero de las subunidades del complejo | fue analizado mediante PCR cuantitativa a tiempo
real segun la técnica descrita en “Material y Métodos”. NS, diferencias no significativa. **, p<0.01.

2.4.- En los ratones ob/ob, el ADNmt, pero no el genémico, esta

alterado por estrés oxidativo.
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Debido a que la expresion genética de las subunidades codificadas por el
ADNmt estaba descendida en los ratones ob/ob, quisimos saber si ese descenso
pudiera deberse a la existencia de un dafio oxidativo en el ADN gendémico o
mitocondrial. Para ello aislamos ambos ADNs de 100 mg de tejido hepético
siguiendo el procedimiento descrito en “Material y Métodos”. En ambos ADNs
determinamos la 8-OHdG mediante un analisis inmunoenzimatico competitivo. La
8-OHdG es considerada como un marcador de dafio oxidativo del ADN. Este
estudio mostr6 que la 8-OHdG en el ADNn de los ratones ob/ob no se
diferenciaba de forma significativa de la hallada en el ADN extraido del higado de
los ratones delgados (36.32+1.1 vs. 36.2+1.2 pg/mL/ug ADN) (Fig. 10). Por el
contrario, la 8-OHdG estaba significativamente elevada en el ADNmt de los
ratones controles y obesos, aunque era especialmente alta en estos ultimos
(control, 71.0+4.1; ob/ob, 204.0+45.0 pg/mL/ug ADN, p<0.001). Estos cambios en
el ADNmt justifican el descenso de la expresion genética de las subunidades
codificadas por este ADN, pero no justifican los descensos en la cuantia de las

subunidades codificadas por el ADNn.
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Figura 10. En los ratones ob/ob existe dafio oxidativo del ADN mitocondrial (ADNmt) pero no del ADN
nuclear (ADNn). El contenido hepatico de 8-HOdG fue determinado en 10 ratones delgados y 10 ob/ob
segun la técnica descrita en “Material y Métodos”.

3.- En los ratones ob/ob existe estrés oxidativo y estrés

nitrogenado.

3.1.- En el higado de los ratones obesos hay estrés oxidativo.
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Se cree que el estrés oxidativo juega un papel decisivo en la patogenia de
la EHNA (105, 292). Considerando que la disfuncién de la CRM es una fuente
muy importante de ROS (105), se podria esperar que en el higado de los ratones
ob/ob existirian evidencias de la presencia de un estrés oxidativo. Este estrés
puede justificar el dafio observado en el ADNmt y en consecuencia el descenso
de la cuantia de las subunidades codificadas por el ADN de las mitocondrias. Por
ello determinamos la concentracion de TBARS, un marcador de peroxidacion
lipidica y de estrés oxidativo, en el tejido hepético de ratones controles y obesos.
Como muestra la figura 11, en el higado de los ratones ob/ob, las concentraciones
de TBARS estaban significativamente elevadas (controles, 0,8+0,08 nmol/mg
proteina; ob/ob, 1,82+0.07 nmol/mg proteina; p<0.001). Por el contrario, el
glutation mitocondrial, que desciende por consumo cuando hay estrés oxidativo,
estaba significativamente disminuido en los ratones obesos (controles, 3,49+0,03
nmol/mg proteina; ob/ob, 1,76+£0,07 nmol/mg proteina; p<0.001). Los mismos
cambios observamos cuando determinamos las concentraciones de glutation
reducido en el citoplasma hepatico. Mientras que en los ratones controles, este
contenido era de 35,34+2,1 nmol/mg proteina en los ratones controles, en los
ob/ob era de 12,8+1.9 nmol/mg proteina (p<0.001).
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Figura 11. En el higado de los ratones ob/ob hay estrés oxidativo. Se determinaron las concentraciones
hepaéticas de sustancias reactivas con el cido tiobarbiturico (TBARS) y las de glutation reducido citoplasmico
y mitocondrial en ratones delgados (Ctr) y ob/ob. Los valores estan representados como media + SD.

3.2.- Los antioxidantes mitocondriales mejoran gran parte de las
alteraciones encontradas en las mitocondrias de los ratones
ob/ob.
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Con el fin de conocer si el estrés oxidativo juega algun papel en la
patogenia de las alteraciones funcionales y estructurales de la CRM, 6 ratones
ob/ob fueron tratados durante 12 semanas por via intraperitoneal con 10
mg/Kg/dia de MNnTBAP. Esta sustancia es un analogo de la superoxido dismutasa

gue tiene un gran poder antioxidante mitocondrial.

3.2.1.- Actividad de la CRM.

La figura 12 muestra que en los ratones ob/ob tratados con MnTBAP, la
actividad enzimatica de todos los complejos de la CRM mejoraba de forma

significativa y se aproximaba o superaba la normalidad.

I:I Ratones controles (n,12)
- ob/ob mice (n,12)
[] ob/ob+MnTBAP (n,10)

(©)

www

IR IR
Complejos de la CRM

Actividad CRM en ratones ob/ob
(% de actividad en ratones delgados)

Figura 12.- La actividad de los complejos de la CRM de los ratones ob/ob mejora cuando los ratones
son tratados durante 12 semanas con un antioxidante mitocondrial (10 mg/Kg/dia de MnTBAP). Los

complejos fueron determinados segun el método descrito en “Material y Métodos” y figura 6. **, p<0,01; ***,
p<0,001 frente a ratones controles. (b), p<0,01; (c), p<0,001 frente a ratones ob/ob.

3.2.2.- Ensamblaje de los complejos.

En los ratones ob/ob tratados con el antioxidante MNTBAP, el ensamblaje
de todos los complejos se normalizé y no se diferencié de como se encontraba en

los ratones controles (Fig. 13).
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Figura 13.- El ensamblaje de los complejos de la CRM se normaliza cuando los ratones ob/ob son
tratados durante 12 semanas con MnTBAP. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales fueron
separadas en un gel BN-PAGE segun la técnica descrita en “Material y Métodos”. Estas proteinas procedian
del higado de ratones delgados (Ctr), ob/ob tratados con 500 ul de suero salino (ob/ob) y de ob/ob tratados
con 10 mg/Kg/dia de MnTBAP, Como se describe en “Material y Métodos” estos tratamientos se hicieron por
via peritoneal durante 12 semanas. La identificacion de los complejos fue realizada utilizando anticuerpos
especificos contra la subunidad NDUFA9 del complejo I, la subunidad 70 del complejo Il, la subunidad core 2
del complejo Ill y la subunidad COX 1 del complejo IV.

3.2.3.- Cuantia de las subunidades del complejo I.

En los ratones ob/ob que fueron tratados con el analogo de la superéxido
dismutasa, la cuantia de todas las subunidades estudiadas fue normal o estuvo
aumentada y las subunidades que aparecian en varios subcomplejos, en este
caso, aparecian formando parte de un Unico complejo. Las diferencias con la
cuantia existente de estas subunidades en los ratones controles y tratados con

MnTBAP no fueron significativas (Fig. 14).
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Figura 14.- El tratamiento de los ratones ob/ob con MNTBAP normaliza la cuantia de las subunidades
del complejo |. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales extraidas de ratones delgados u obesos
tratados con 500 ul de suero salino (ob) o con 10 mg/Kg/dia de MnTBAP (ob MnTBAP) durante 12 semanas
por via intraperitoneal fueron separados en un gel BN-PAGE y a continuacion, tras la desnatuaralizacién de

los complejos, en una segunda dimension en una SDS-PAGE. Los geles procedentes de los ratones
controles, ob/ob y ob/ob tratados se desarrollaron en paralelo y en las mismas condiciones. Las diferentes
subunidades del complejo | fueron identificadas mediante anticuerpos especificos contra la subunidad 39 kDa
(NDUFA9), 30 kDa (NDUFS3), 20 kDa (MTND6), 17 kDa (NDUFB6), 15 kDa (NDUFAG6), 36.5 kDa (ND4), 31.5
kDa (ND2), 29.5 kDa (ND1) y 14.8 kDa (ND4L). Las subunidades 39, 30, 20, 17 y 15 kDa son representativas
de proteinas codificadas por el ADN nuclear y las subunidades ND1, ND2, ND4 y ND4L como codificadas por
el ADNmt. Las lineas verticales indican la posicién del complejo | migrado en la primera dimensién (980 kDa).

3.2.4.- Expresion genética de las subunidades del complejo |.

Como recoge la figura 15, el tratamiento de los ratones ob/ob con 10
mg/Kg/dia de MNnTBAP aumenté la expresion genética de todas las subunidades
estudiadas del complejo I. En la mayoria de los casos este aumento superé el

existente en los ratones delgados. (Fig. 15).

71




Resultados

, [ e B b ob MnTBAP L ICHT b ob MnTBAP
'EIE 2 *k *
o< NS

i f ! NS
2o 154 NS NS —_
38
55 11
| &
<<

2 05

E

]

L]

8 0 } — —

NDUFAY NDUF53 NDUFE6 D
Subunidades codificadas por el ADN Subunidodes codificadas por e ADN
gendmico Mitocondrid

Figura 15. La expresion de los genes mitocondriales se normaliza con el tratamiento de los ratones
ob/ob con el antioxidante MNTBAP. Tasas de expresion genética de proteinas mitocondriales
representativas de las codificadas por genes nucleares (A) o mitocondriales (B) en el higado de ratones
delgados (Ctr), ob/ob tratados durante 12 semanas con suero salino (ob) y ob/ob tratados con 10 mg/Kg/dia
de MnTBAP por via peritoneal (ob MnTBAP). El ARN mensajero de las subunidades del complejo | fue
analizado mediante PCR cuantitativa a tiempo real segun la técnica descrita en “Material y Métodos”.

3.3.- En el higado de los ratones ob/ob hay estrés nitrogenado.

Por lo que hemos visto en los apartados anteriores, el estrés oxidativo
justifica los cambios encontrados en las subunidades codificadas por el ADNmt
pero no las codificadas por el ADN gendmico. La expresion genética de estas
Ultimas subunidades era normal y el ADN nuclear no presentaba cambios
relacionados con su oxidacion. A pesar de ello, la cuantia de esas subunidades
estaba muy disminuida en los ratones ob/ob. Todo ello indica que en el descenso
de las subunidades de codificacion gendmica y, eventualmente, también en las
codificadas por el ADNmt debe de intervenir algun otro factor. Estos descensos no
pueden ser explicados por un defecto en el ensamblaje de las subunidades para
formar el complejo activo, ya que la SDS-PAGE permite analizar la cuantia de
cada subunidad, con independencia de que esté o no acoplada a las restantes
para formar el complejo ensamblado. Por ello, la Gnica causa posible de esa
escasa cuantia de subunidades es su degradacion. En otro estudio de nuestro
grupo (122) se demostré que el anidn peroxinitrito puede intervenir y podria ser el
responsable de muchas de las alteraciones existentes en la funcion mitocondrial y

en la patogenia de la EHNA.

El anidn peroxinitrito se forma rapidamente por la reaccion del éxido nitrico
(ON), producido endégenamente por la iINOS, con el anién superéxido. El

peroxinitrito puede reaccionar con los complejos I, Il, Ill, V y citocromo ¢ de la
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CRM e inactivarlos (145, 146). No se conocen bien los mecanismos de esta
inhibicion, pero la nitracién de determinados residuos de tirosina puede degradar
a esas proteinas y, en consecuencia, puede hacerles perder actividad enzimatica.
Por ello, quisimos saber si las proteinas hepaticas de los ratones ob/ob se
encontraban nitradas en 3-tirosina. Si esto fuera asi, el descenso de la actividad
de la CRM pudiera deberse, ademas de por disminuir la sintesis de las
subunidades codificadas por el ADNmt, también por la degradacion de esas
proteinas, tanto las de codificacion nuclear como las de codificacion mitocondrial.
Este estudio lo realizamos mediante la tincidon inmunohistoquimica de cortes
histoldgicos, empleando como anticuerpos primarios anti-3-nitrotirosina (3NT)
segun lo descrito en “Material y Métodos”. La figura 16 muestra que mientras el
tejido hepatico de los ratones delgados apenas presentaba fluorescencia para
proteinas nitradas en 3-tirosina, el higado de los ratones ob/ob era intensamente
fluorescente, indicando ello que sus proteinas estaban intensamente nitradas en

3-tirosina.

Ratones delodos Ratones ob/ob

Figura 16. Las proteinas hepaticas de los ratones ob/ob se encuentran nitradas en 3-tirosina. Cortes
histolégicos del tejido hepatico de ratones delgados y ob/ob tratados durante tres meses por via
intraperitoneal con 500 ul/dia de suero salino fueron desparafinados y expuestos a anticuerpo anti-3-
nitrotirosina.

Con el fin de determinar si, ademas de las proteinas hepéaticas en general,
también las mitocondriales estaban nitradas en 3-tirosina, analizamos 50 ug de
proteinas de la membrana mitocondrial por Western blot utilizando anticuerpos
especificos anti-3-NT. Este andlisis mostr6 bandas proteicas nitradas en 3-
tirosina, cuya intensidad estaba claramente aumentada en los ratones ob/ob (Fig.
17).
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Figura 17. Proteinas mitocondriales nitradas en 3-tirosina. Las proteinas mitocondriales fueron extraidas
de higado de ratones delgados (Ctr) y ob/ob tratados con 500 ul de suero salino y analizadas por Western
blot. Las membranas fueron reveladas con anticuerpos especificos contra 3-nitrotirosina. Ctr, proteinas
nitradas en 3-tirosina de ratones controles; ob/ob, ratones ob/ob.

Finalmente, con el fin de identificar si entre las proteinas de la membrana
mitocondrial nitradas en 3-tirosina figuraban las de la CRM, inmunoprecipitamos
200 ng de proteinas de la membrana mitocondrial con anticuerpos anti-3NT e
identificamos las proteinas precipitadas mediante Western blot utilizando
anticuerpos especificos frente a la subunidad ND4 del complejo |, codificada por el
ADNmt, de la CRM y el citocromo c. Este andlisis confirmé que estos dos

componentes de la CRM se encontraban nitrados en 3-NT (Fig. 18).
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Proteinas de la CRM nitradas en 3-tirosina

Figura 18. Las proteinas ND4 y citocromo ¢ de la CRM se encuentran nitradas en 3-tirosina. Doscientos
microgramos de proteinas extraidas de membranas mitocondriales de ratones delgados y obesos fueron
inmunoprecipitados con anti-3-NT, separadas e identificadas con anticuerpos especificos frente a los
componentes de la CRM, ND4 y citocromo c.

3.4.- El tratamiento de los ratones obesos con acido dUrico
disminuye la nitracion en 3-tirosina de las proteinas

hepaticas y mejora las alteraciones mitocondriales.

Con el fin de conocer si la nitracion de las proteinas mitocondriales
interviene en la pérdida de actividad de la CRM, medimos la actividad de esos
complejos en las mitocondrias de ratones ob/ob tratados durante 12 semanas con
un “limpiador” del anién peroxinitrito, el acido Urico. Este &cido reacciona

rapidamente con el peroxinitrito dando lugar a la formacion de uratos nitrados y ha
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sido propuesto como un limpiador natural del anion peroxinitrito y de sus
derivados reactivos (217, 218). De hecho, como muestra la figura 19, en los
animales tratados con 20 mg/dia de &cido urico, la inmunofluorescencia del tejido
hepético provocado por la nitracion en 3-tirosina disminuyé de una forma muy
[lamativa hasta niveles equiparables a los existentes en el higado de los animales

controles.

Ratones delgades .b;. | ob/ob + acido irico

Figura 19. El tratamiento de los ratones ob/ob con 20 mg/dia de &cido Urico normaliza la nitracion en
3-tirosina de las proteinas hepéticas. Cortes histolégicos en parafina de higado de ratones controles y
ob/ob tratados con 500 ul de suero salino o con 20 mg/dia de acido urico fueron desparafinados e incubados
con anti-3-nitrotirosina y posteriormente con el anticuerpo secundario anti-ratén IgG FITC.

La misma normalizacion se observé en el grado de nitracidén en 3-tirosina
de las proteinas mitocondriales y de la CRM, subunidades ND4 y citocromo c (Fig.
20). Estos datos confirman que, en efecto, el &cido urico neutraliza los efectos del
anion peroxinitrito sobre la nitracion de 3-tirosina de las proteinas hepaticas en

general y de las de la CRM en patrticular.
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Figura 20. La nitracién en 3-tirosina de las proteinas mitocondriales y de la CRM se normaliza
en los ratones tratados durante 12 semanas con &cido Urico por via peritoneal. (A). Proteinas
mitocondriales nitradas en 3-tirosina (3NT) de ratones delgados y ob/ob tratados con suero salino o
con acido urico. Las proteinas mitocondriales fueron extraidas del higado de ratones delgados (Ctr) y de
ratones ob/ob tratados con 500 ulL de suero salino (ob/ob) o con 20 mg/dia de &acido trico (ob/ob AU) por via
peritoneal y analizadas por Western blot. Las membranas fueron reveladas con anticuerpos especificos
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contra 3-nitrotirosina. Se incluye la misma membrana tefiida con Ponceau S mostrando que la carga de
proteinas fue similar en todas las bandas. (B y C). Proteinas de la CRM de ratones controles y ob/ob
tratados con suero o con &cido Urico. Doscientos microgramos de proteinas extraidas de membrana
mitocondrial de ratones delgados (Ctr) y obesos tratados con 500 ul suero salino (ob/ob) o 20 mg/dia de
acido urico (ob/ob AU) fueron inmunoprecipitados con anti-3-NT y separadas e identificadas con anticuerpos
especificos frente a los componentes de la CRM, ND4 y citocromo c (Cit.c).

3.4.1.- El tratamiento con acido Urico mejora la actividad de la CRM.

Los efectos funcionales del peroxinitrito sobre la CRM fueron confirmados
al determinar la actividad de los complejos de esta cadena tras el tratamiento de
los ratones ob/ob con 20 mg/dia de acido urico durante 12 semanas. En la figura
21 se puede observar que tras este tratamiento la actividad de los complejos |y V
era completamente normal y que la de los complejos I, lll y IV mejoré de forma

significativa, aunque no alcanzo la normalidad funcional.
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Figura 21.- El tratamiento de los ratones ob/ob con acido Urico mejora o normaliza la actividad de casi
todos los complejos de la CRM. Seis ratones ob/ob fueron tratados durante 12 semanas con 20 mg/dia de
&cido urico (AU) segun lo descrito en “Material y Métodos”. La actividad de los complejos esta expresada en
forma de porcentajes de actividad existente en los ratones delgados. NS, diferencias no significativas; (*),
p<0,05; (**), p<0,01; (***), p<0,001 frente a animales delgados; (1), p<0,05; (2), p<0,01; (3), p<0,001 vs.
ratones ob/ob.

3.4.2.- El tratamiento con el acido Urico corrige las alteraciones

estructurales encontradas en los complejos de la CRM.

La mejoria observada con el acido arico en la actividad de los complejos
de la CRM se puede justificar por el aumento que encontramos en el grado de
ensamblaje de esos complejos. En efecto, en los ratones ob/ob tratados con 20
mg/dia de acido Urico durante 12 semanas, hallamos que los complejos
enzimaticos de la CRM se encontraban ensamblados en un grado similar al que

se hallaba en los ratones delgados (Fig. 22).
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Figura 22.- El ensamblaje de los complejos de la CRM se normaliza cuando los ratones ob/ob son
tratados durante 12 semanas con acido Urico. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales fueron
separadas en un gel BN-PAGE segun la técnica descrita en “Métodos”. Estas proteinas procedian del higado

de ratones delgados (Ctr), ob/ob tratados con 500 ul de suero salino (ob/ob) y de ob/ob tratados con 20
mg/dia de acido urico (ob/ob AU). Como se describe en “Material y Métodos” estos tratamientos se hicieron
por via peritoneal durante 12 semanas. La identificacion de los complejos fue realizada utilizando anticuerpos
especificos contra la subunidad NDUFA9 del complejo I, la subunidad 70 del complejo Il, la subunidad core 2

del complejo Ill y la subunidad COX 1 del complejo IV.

Igualmente este tratamiento normaliz6 la cuantia de todas las

subunidades estudiadas del complejo | (Fig. 23).
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Figura 23.- El tratamiento de los ratones ob/ob con acido Urico normaliza la cuantia de las
subunidades del complejo I. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales extraidas de ratones
delgados (Ctr) u obesos tratados con 500 ul de suero salino (ob) o con 20 mg/dia de &acido urico (ob AU)

durante 12 semanas por via intraperitoneal fueron separados en una primera dimensiéon en un gel BN-PAGE
y a continuacién en una segunda dimensiéon en SDS-PAGE como se describe en la figura 14. —veces, indica
la cuantia de subunidad en los ratones ob/ob tratados en relacién con los controles delgados.

Finalmente, la administracion de acido Urico a los ratones ob/ob normalizé
la expresion genética de todas las subunidades estudiadas, particularmente las de

codificacion mitocondrial (Fig. 24).
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Figura 24 La expresiéon de los genes mitocondriales se normaliza con el tratamiento de los ratones
ob/ob con acido Urico. Tasas de expresion genética de proteinas mitocondriales representativas de las
codificadas por genes nucleares (A) o mitocondriales (B) en el higado de ratones delgados (Ctr), ob/ob
tratados durante 12 semanas con suero salino (ob) y ob/ob tratados con 20 mg/dia de acido urico por via
peritoneal (ob AU). EI ARN mensajero de las subunidades del complejo | fue analizado mediante PCR
cuantitativa a tiempo real segtn la técnica descrita en “Material y Métodos”.

Por los resultados de estos estudios podemos concluir que el anién
peroxinitrito es responsable de la pérdida de las subunidades proteicas que
componen los diferentes complejos de la CRM. Este efecto del peroxinitrito afecta
tanto a las subunidades codificadas por el ADN nuclear como por el mitocondrial.
No obstante, en el descenso de la cuantia de las subunidades de codificacion
mitocondrial, como hemos visto mas arriba, interviene, ademas, un segundo
factor, el dependiente de su deficiente sintesis, al estar reducida la expresion de
los genes mitocondriales, consecuencia de la agresién oxidativa mitocondrial.
Segun esto, en el descenso de las subunidades de codificacion genomica
intervendria la agresion que el peroxinitrito ejerce sobre esas proteinas. En la
desaparicion de las subunidades de codificacion mitocondrial intervendria la
degradacion por el peroxinitrito y el descenso de su sintesis. Esta asociacion de
dos efectos es concordante con el hecho de que las subunidades codificadas por
el ADN mitocondrial estén mucho mas disminuidas (al 17£1%) que las codificadas
por el ADN genomico (54+10%) (Fig. 8).

3.5.- Los niveles de prohibitina estan descendidos en las

proteinas mitocondriales de los ratones ob/ob.
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Debido a que la prohibitina es un complejo proteico que protege a los
complejos de la CRM de su degradacion, investigamos cOmo se encuentra este
complejo proteico en las mitocondrias de los ratones ob/ob. Como muestra la
figura 25, la prohibitina inmunoreactiva estaba claramente disminuida en los
extractos proteicos obtenidos de los ratones ob/ob. Sin embargo, las tasas de esta
proteina se mantuvieron en los margenes de la normalidad en los ratones obesos
tratados con acido udrico o MnTBAP. Con el fin de saber si esta proteina se
encontraba nitrada en 3-tirosina, tratamos la misma membrana con anticuerpos
anti-3-nitrotirosina. De esta forma mostramos que la prohibitina se encontraba
nitrada en todos los grupos de ratones, tanto sanos como obesos, pero el grado
de nitracién en 3-tirosina fue muy superior en los ratones ob/ob. Ademas, en estos
altimos ratones se observaba que por debajo de la marca dejada por la prohibitina
nitrada existia una larga estela de menor peso molecular altamente nitrada (Fig.
25).

Prohibitina
MW, 1,2
kDa
. 1 A5 56 1-veces
Prohibitina 2 PM
# ~ - ...4—1.23!«03
1 289 82 82 1-veces
PM
”..- 1.236 MDa

Proteinas nitradas
en 3-Tirosina

W

. | T-veces
Ctr ob ob ob Ctr
AU TBAP

Figura 25. La prohibitina esta descendida y nitrada en 3-tirosina en las mitocondrias hepéticas de los
ratones ob/ob. A. Identificacion de la prohibitina en las proteinas mitocondriales hepéaticas de
ratones delgados y obesos. Las mitocondrias fueron aisladas del higado de ratones delgados (Ctr) y ob/ob
(ob) y 30 ug de sus proteinas fueron analizadas por “Western blot” empleando anticuerpos especificos frente
a la prohibitina. Calle Ctr, ratén control; Calle ob, ratén ob/ob tratados con 500 ul de suero salino; calle
ob/UA, ratones ob/ob tratados con 20 mg/dia de éacido urico; calle ob/MnTBAP, ratones ob/ob tratados con 10
mg/Kg/dia de MnTBAP. El suero salino y la MnTBAP fueron administrados por via intraperitoneal, diariamente
en forma de solucién. El acido trico se administré en forma de suspensién con suero salino durante 12
semanas. B. Proteinas de mitocondrias nitradas en 3-tirosina obtenidas de higados de ratones
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delgados y obesos. Las membranas de transferencia de difluoruro de polivinilo fueron tratadas primero con
antiprohibitina y luego con anti 3-nitrotirosina. El significado de las calles es el mismo que en A.

4.- El peroxinitrito reproduce “in vitro” las alteraciones de la CRM

gue existen en los ratones ob/ob.

Para confirmar que el peroxinitrito tiene capacidad para degradar a las
subunidades de los complejos de la CRM, expusimos proteinas mitocondriales
hepaticas de ratones normales, delgados, a diversas concentraciones de
peroxinitrito y analizamos en ellas las consecuencias funcionales y estructurales
de su efecto. La incubacién “in vitro” de 20 ug de proteinas mitocondriales de
ratones normales, delgados, con 0 a 2800 uM de peroxinitrito provoco la nitracion
de esas proteinas en 3-tirosina (Fig. 26) y disminuy0 la actividad enzimatica de la
citrato sintetasa (Fig. 27A) y del complejo | (Fig. 27B). Todos estos efectos fueron

dependientes de la dosis de peroxinitrito.

Proteinas nitradas
en 3-Tirosina

0 0.8 1. .
Peroxinitrito (mM)

Figura 26. El peroxinitrito provoca la nitracién en 3-tirosina de las proteinas mitocondriales hepaticas
de forma dependiente de la dosis. Proteinas mitocondriales (20 ug) extraidas del higado de un ratén
delgado fueron expuestas a 800 a 2800 pM de peroxinitrito siguiendo el procedimiento descrito en “Material
Métodos”. La presencia de proteinas nitradas en 3-tirosina se analizé6 mediante Western blot empleando para
ello anticuerpos anti-3-nitrotirosina.
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Figura 27A y 27B. El peroxinitrito provoca el descenso de la actividad de la citrato-sintetasa y del
complejo | de la CRM. Proteinas mitocondriales de higado de ratén normal fueron tratadas con 50 a 300 uM
de peroxinitrito, tras lo cual determinamos la actividad de la citrato sintetasa (CS) (panel A) y del complejo | de

la cadena respiratoria mitocondrial (panel B) mediante espectrofotometria. La actividad del complejo | fue

normalizada con la actividad de la CS en la preparacién mitocondrial antes de su exposicion al peroxinitrito.
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Figura 27C. El peroxinitrito disminuye “in vitro” la actividad in-gel del complejo | de forma
dependiente de la dosis. Efecto de 800 uM a 2800 uM de peroxinitrito sobre la actividad del complejo | en el
gel.

Debido a que este anion inhibia la actividad de la citrato sintetasa,
normalizamos la actividad del complejo | con la actividad de la citrato sintetasa
antes de afadir el peroxinitrito. Igualmente, la actividad del complejo | en el gel
descendio al 93%, 75% y 5% del nivel basal cuando las proteinas mitocondriales
fueron expuestas a 800 uM, 1600 uM o 2800 uM de peroxinitrito, respectivamente.
(Fig. 27C).

Por ultimo, como muestra la figura 28, a medida que aumentaba la dosis

de peroxinitrito disminuia el consumo mitocondrial de oxigeno.
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Figura 28. El peroxinitrito reduce “in vitro” el consumo de oxigeno por las mitocondrias
hepéticas de ratones normales. Mitocondrias aisladas de ratones normales fueron tratadas con 50 uM a
400 uM de peroxinitrito. EI consumo mitocondrial de oxigeno fue medido en un oxigrafo tipo camara de Clark
segun el procedimiento descrito en “Material y Métodos”. El indice de Control Respiratorio fue calculado
mediante el cociente de este consumo en el estado 3/estado 4.

Con el fin de analizar el efecto del peroxinitrito sobre el grado de
ensamblaje de los complejos mitocondriales, tratamos 30 pg de proteinas
mitocondriales de ratones normales con 0 a 400 uM de peroxinitrito y, tras ello, las
proteinas fueron separadas por electroforesis BN-PAGE. Como muestra la figura
29, la exposicion de las proteinas mitocondriales a este anion se siguié de una
disminucién de los complejos completamente ensamblados que era dependiente
de la dosis de peroxinitrito empleada. Este descenso se acompafiaba de la
aparicion de una segunda banda, préxima a la principal pero de menor peso
molecular, cuya intensidad fue creciendo a medida que se aumentaba la dosis de
peroxinitrito. Estas bandas fueron seguidas de un rastro proteico de menor peso
molecular que se prolongd hasta el frente de electroforesis. Mientras que la banda
superior, de mayor peso molecular (980 kDa), corresponde al complejo |
completamente ensamblado, la segunda banda, inmediatamente por debajo de la
primera, de menor peso molecular, corresponde a este mismo complejo
parcialmente degradado. El rastro que sigue es determinado por fragmentos de

degradacion de diferentes pesos moleculares.
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Figura 29. El peroxinitrito disminuye la cuantia del complejo | completamente ensamblado e induce su

degradacioén. Proteinas mitocondriales (30 ug de proteinas) aisladas de ratones normales fueron expuestas

a 0, 50, 100, 200, 300, 400 uM de peroxinitrito o 400 uM de peroxinitrito degradado y analizado en un gel BN-

PAGE unidimensional. Tras ello, el complejo | fue identificado tratando la membrana con anticuerpos contra la
subunidad 39 de este complejo.

Con el fin de determinar el efecto del peroxinitrito sobre las diferentes
subunidades que componen el complejo I, analizamos las subunidades 39, 30, 20,
17, 15 kDa, ND1, ND2, ND4 y ND4L de este complejo antes y tras la exposicion
de 30 ug de proteinas mitocondriales a 300 uM de peroxinitrito. La separacion de
las subunidades mencionadas la realizamos mediante electroforesis BN/SDS-
PAGE bidimensional. De esta manera confirmamos que el peroxinitrito disminuye
la cantidad de todas las subunidades estudiadas del complejo I. En algunos
casos, su cuantia quedo reducida a una mancha casi indetectable (subunidad 15
kDa). En el caso de la subunidad 39 kDa, la mancha de 980 kDa fue seguida de
una cola de menor peso molecular que se extendio hasta el frente de la linea de
electroforesis (Fig. 30). Esta cola hacia la derecha es el resultado de la

degradacion de esta subunidad y de la aparicion de fragmentos de la misma.
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Figura 30.- Efecto del peroxinitrito “in vitro” sobre las subunidades del complejo |. Para hacer el
andlisis de las subunidades del complejo | en la segunda dimension, la banda de las proteinas mitocondriales
controles y la de las proteinas expuestas a 300 uM de peroxinitrito fueron cortadas del gel de la primera
dimensién y analizadas en una segunda dimensién siguiendo el procedimiento descrito en “Material y
Métodos” y figura 14. La identificacion de las subunidades se realizé6 mediante “Western blot” empleando
anticuerpos especificos frente a las subunidades 39, 30, 20, 17 y 15 kDa, asi como contra ND1, ND2, ND4 y
NDA4L.

5.- La melatonina previene las alteraciones mitocondriales

provocadas por el peroxinitrito “in vitro”.

Aunque los experimentos anteriormente expuestos muestran que las
alteraciones funcionales de las mitocondrias e incluso las lesiones histolégicas de
EHNA halladas en los ratones ob/ob pueden revertir mediante la administracién
prolongada de &cido arico o de MnTBAP, ninguno de estos dos agentes pueden
ser empleados en el hombre y, por tanto, no pueden ser utilizados en el
tratamiento de los pacientes con EHNA. Por esta razén, buscamos agentes
antioxidantes que fuesen capaces de neutralizar al anion peroxinitrito y al mismo
tiempo pudiesen ser empleados en el hombre. Estas propiedades las reune la
melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina). Se trata de un potente antioxidante
capaz de neutralizar al anion peroxinitrito y a sus derivados (229, 230, 231, 240,
241, 242), Por esta razon, quisimos saber si el pretratamiento de las proteinas
mitocondriales con melatonina era capaz de prevenir las alteraciones que el
peroxinitrito provoca “in vitro” en los complejos respiratorios mitocondriales.
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5.1.- La melatonina previene las alteraciones provocadas por el

peroxinitrito “in vitro” sobre la actividad de la CRM.

Como muestra la figura 31, la exposicion de las proteinas mitocondriales a
30 uM de peroxinitrito provocd un descenso muy significativo de la actividad de
todos los complejos. Esta actividad oscilé entre el 33,7% del complejo | y el 43,8%
del complejo Il. Cuando las proteinas mitocondriales habian sido tratadas
previamente con 3 mM de melatonina, la actividad de los complejos se mantuvo

en los niveles normales a pesar de ser expuestas posteriormente al peroxinitrito.
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Figura 31. La actividad de la cadena respiratoria mitocondrial se mantiene normal en presencia de
melatonina tras la exposicion de las proteinas mitocondriales al peroxinitrito. Cincuenta microgramos
de proteinas mitocondriales extraidas del higado de un ratén delgado fueron expuestos a 30 uM de
peroxinitrito segun lo descrito en “Material y Métodos”. La misma exposicién se realizé tras incubar las
proteinas mitocondriales con 3 mM de melatonina durante 10 minutos antes de afiadir el peroxinitrito.
Determinamos la actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial y de la citrato sintetasa
mediante espectrofotometria. La actividad de los complejos fue normalizada con la actividad de la citrato
sintetasa antes de exponer las proteinas al peroxinitrito. La actividad de los complejos la expresamos en
forma de porcentaje de la actividad en las proteinas controles, no tratadas con peroxinitrito ni con melatonina.
NS, diferencia no significativa frente a la control; ***, p<0.001 frente a la actividad control.

Este mismo efecto protector sobre la CRM de la melatonina frente al

peroxinitrito lo comprobamos cuando determinamos la actividad del complejo | in-

gel (Fig. 32).
Peroxinitrito O 50 30 50 30 uM
Melatonina 0 0 0 3 3mM

Figura 32. La melatonina previene la pérdida de actividad in-gel del complejo | de la CRM provocada

por el peroxinirito “in vitro”. Las proteinas mitocondriales fueron tratadas de la forma descrita en la figura

31y, tras ello, separadas en un BN-PAGE y la actividad del complejo | fue reconocida en el propio gel segun
el procedimiento descrito en “Material y Métodos”.
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5.2.- La melatonina previene las alteraciones provocadas por el

peroxinitrito “in vitro” sobre la respiracion mitocondrial.

Como era de esperar, la incubacion durante 10 minutos de las
mitocondrias aisladas de ratones normales con 3 mM de melatonina evitd los
cambios que el peroxinitrito provoca en la respiracion de las mitocondrias. La
respiracion de las mitocondrias la estudiamos mediante el consumo de oxigeno
basal, es decir, cuando las mitocondrias se encontraban suspendidas en el buffer,
y tras la adicién de succinato (estado 4 o de reposo) y de ADP (estado 3 o de
fosforilacion). Mediante el cociente de estos dos Ultimos, calculamos el indice de
Control Respiratorio. En la figura 33, que recoge estos cambios, vemos que la
exposicion de las mitocondrias a 30 uM de peroxinitrito provoca un descenso muy
marcado, significativo, tanto en la respiracién basal como en el indice de control
respiratorio. Si previamente a la exposicion al peroxinitrito, la mitocondrias eran
incubadas durante 10 minutos con 3 mM de melatonina, estos descensos en el
consumo de oxigeno no se produjeron y quedaron al mismo nivel que las
mitocondrias controles. Cuando las mitocondrias fueron incubadas con
melatonina, sin la agresion del peroxinitrito, la respiracion mitocondrial fue

superior a la existente en las mitocondrias controles.

1 Respiracién Basal ntt'lvt:lit:z de control respiratorio
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Figura 33. La melatonina protege a las mitocondrias de las alteraciones que produce el peroxinitrito
sobre el consumo mitocondrial de oxigeno. Doscientos veinte microgramos de proteinas mitocondriales
fueron expuestos a 30 pM de peroxinitrito (ONOO), a una solucion 3 mM de melatonina (Melat.) o a 30 uM de
peroxinitrito tras la incubacién previa de las proteinas con la solucién de melatonina durante 10 minutos
(ONOOQO Melat.). Tras ello determinamos el consumo de oxigeno en un oxigrafo tipo camara de Clark en
condiciones basales (respiracion basal) y tras la adicién de succinato y de ADP (indice de control
respiratorio). El indice de control respiratorio se calculd por el cociente de consumo de oxigeno en el estado 3
(tras ADP) por el consumo en el estado 4 (tras succinato). La respiracién basal esta expresada en ng atomo
de oxigeno/minuto/mg proteina. *, p<0.05; **, p<0.001 en comparacién con mitocondrias controles (Ctr).
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5.3.- La melatonina previene las alteraciones provocadas por el
peroxinitrito “in vitro” sobre los complejos de la CRM

completamente ensamblados y sus subunidades.

La figura 34 muestra que la incubacion de las proteinas mitocondriales
hepaticas de ratones delgados con solucion 2 o 3 mM de melatonina anul6 los
efectos del peroxinitrito (10 o 20 uM) sobre esas proteinas. Al igual que en
experimentos previos, la exposicion de esas proteinas a tan sélo 10 o 20 uM de
peroxinitrito provoco un descenso en la cuantia de los complejos I, Il, Il y IV asi
como la aparicion de bandas de menor peso molecular que eran originadas por
productos de degradacion de esos complejos. La preincubacion de esas proteinas
con 2 0 3 mM de melatonina evitd la disminucion de la cuantia de los complejos

totalmente ensamblados y la aparicion de los fragmentos de su degradacion.
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Figura 34. Laincubacién de las proteinas mitocondriales de higado de ratones sanos con melatonina
previene las alteraciones inducidas por el peroxinitrito sobre los complejos de la CRM. Veinte
microgramos de proteinas mitocondriales fueron expuestos ‘in vitro” a 10 o 20 uM de peroxinitrito en ausencia
o presencia de 2 6 3 mM de melatonina. Los complejos mitocondriales fueron separados en un gel BN-PAGE
como se ha descrito en “Material y Métodos” y en la Figura 13. El complejo | fue identificado por Western blot
exponiendo la membrana a un anticuerpo frente a la subunidad 39 kDa. El complejo Il se reconocié con un
anticuerpo anti-subunidad 70 kDa; el complejo lll, con el anticuerpo anti-core 2 y el complejo IV con un
anticuerpo contra la subunidad COX1. El histograma representa los resultados de la densitometria del
complejo I. Experimento representativo que fue repetido en tres ocasiones.

Con el fin de analizar esos cambios con mas detalle, separamos las
diferentes subunidades de los complejos en una segunda dimension e
identificamos los cambios que se producian en algunas subunidades
representativas de cada complejo. En concreto, analizamos las subunidades 39,
30, 20, 17, 15y 8 kDa, codificadas por el ADN gendmico, y las subunidades ND1,
ND2, ND4 y NDA4L, codificadas por el ADNmt, asi como las subunidadaes Core 2
y FeS del complejo 11l 'y la COX1 del complejo IV. Los resultados de este analisis
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estan recogidos en la figura 35. En ella se puede apreciar que la sefal originada
por la subunidad 39 kDa al ser expuesta a 20 uM de peroxinitrito se desintegraba
en una sefal larga que se situaba preferentemente a 500 kDa, pero que se
extendia hacia la derecha hasta el frente del recorrido de la electroforesis. Sélo un
pequefio rastro se prolongaba hacia la izquierda aproximandose al que deberia
ser su peso molecular de 980 kDa. La morfologia de la sefial originada por la
subunidad 39 kDa corresponde a la que es generada por la degradacion de esa
proteina en fragmentos de menor peso molecular. Cuando las proteinas
mitocondriales habian sido incubadas previamente a la adicién del peroxinitrito
durante 10 minutos con 3 mM de melatonina, la morfologia de la sefial de esta
subunidad era totalmente diferente, ya que su peso molecular se situaba
correctamente en los 980 kDa y su extension era hacia la izquierda, como es lo
habitual. En este caso, no se observaba prolongacion hacia la derecha, indicando
que tras la incubacion de las proteinas mitocondriales con melatonina no se
habian formado fragmentos de menor peso molecular y, en consecuencia, que
esta subunidad no habia sufrido degradacion a pesar de haber sido expuesta al
peroxinitrito. Su extension hacia la izquierda se debe a que en condiciones
normales el complejo | forma supercomplejos con el complejo Ill. Esta unién del
complejo | con el lll tiene significacion funcional ya que es necesaria para el
correcto desplazamiento de los electrones a lo largo de la CRM. De las
subunidades 30, 20, 17, 15y 8 kDa del complejo | expuesto al peroxinitrito, solo la
subunidad 17 kDa presentaba una pequefia prolongacién hacia la derecha. Esta
prolongacion de la sefial es expresion de su degradacion. Las sefales originadas
por estas cinco subunidades cuando habian sido pretratadas con 3 mM de
melatonina mostraban, en comparacién con las no tratadas, 1) que eran
claramente mas grandes, indicando que la cuantia de estas subunidades era
mayor, 2) que se prolongaban hacia la izquierda, es decir, formando parte de
supercomplejos y 3) que las subunidades 39 y 17 kDa carecian de prolongacion
hacia la derecha, es decir, no se encontraban fragmentadas. La morfologia de la
subunidad ND4L presentaba los mismos cambios descritos para la 39 kDa tras
ser expuesta al peroxinitrito y, al igual que éste, la melatonina previno su

degradacion.

Los cambios que apreciamos en las dos subunidades analizadas del

complejo 11l son similares a los descritos para las subunidades 39 kDa y NDA4L, es
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decir, la sefial de estas subunidades se extendia, como una estela, hacia la
derecha, hasta llegar al frente del recorrido de la electroforesis. Estos cambios,
nuevamente, indican que la exposicion de esas proteinas al peroxinitrito causa su
degradacion en fragmentos de menor peso molecular. Nada de esto ocurri6 en las
sefales de estas subunidades cuando las proteinas mitocondriales habian sido
incubadas previamente con 3 mM de melatonina durante 10 minutos. En este
caso, la sefal se situaba en los 500 kDa, que es el peso molecular del complejo
lll, y se extendia hacia la izquierda como corresponde a la formacion de un

supercomplejo con el complejo 1.
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Figura 35. El pretratamiento de las proteinas mitocondriales con 3 mM de melatonina previene la
degradacion de las subunidades de los complejos respiratorios. Cincuenta microgramos de proteinas
mitocondriales fueron expuestos “in vitro” a 20 uM de peroxinitrito en ausencia o tras la incubacién previa con
3 mM de melatonina durante 10 minutos. Los complejos mitocondriales fueron separados por electroforesis
como se ha descrito en “Métodos” y en figura 14. Las subunidades de los complejos I, Ill y IV fueron
identificadas por Western blot exponiendo la membrana a anticuerpos especificos frente a las subunidades
39, 30, 20, 17, 15y 8 kDa, asi como frente a las subunidades ND1, ND2, ND4 y ND4L del complejo I, a las
subunidades Core 2 y FeS del complejo Il y a la subunidad COX1 del complejo IV. Experimento
representativo que fue repetido en tres ocasiones.

89




Resultados

6.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina previene la
aparicion de lesiones hepaticas de esteatohepatitis y las

alteraciones funcionales mitocondriales.

6.1.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina previene

la nitracion en 3-tirosina de las proteinas hepéticas.

Como muestra la figura 36a, el tratamiento de los ratones ob/ob con 10
mg/Kg/dia de melatonina por via peritoneal durante 12 semanas impide que las
proteinas hepéaticas y mitocondriales sufran la nitraciéon en 3-tirosina. Como se
puede reconocer en esta figura, la inmunofluorescencia del higado de estos
animales ob/ob asi tratados se situaba en niveles similares a los de los animales
delgados. Igualmente, la nitracion de las proteinas mitocondriales era

[lamativamente menor en los ratones tratados con melatonina que en los ob/ob no

tratados (Fig. 36b).

Reatones delyodos Ratones obfob Ratones obdob+ BT

Figura 36a. El tratamiento de los ratones ob/ob con 10 mg/Kg/dia de Melatonina impide la nitracion en
3-tirosina de las proteinas hepéaticas. Cortes histolégicos en parafina de higado de ratones controles y
ob/ob tratados con 500 ul de suero salino o con 10 mg/Kg/dia de melatonina por via peritoneal fueron
desparafinados e incubados con anti-3-nitrotirosina y posteriormente con el anticuerpos secundario anti-ratén
19G FITC.
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Proteinas mitocondriales
nitradas en 3-tirosina

Ctr ob/ob ob/ob MLT

Figura 36b. El tratamiento de los ratones ob/ob con 10 mg/Kg/dia de melatonina disminuye la nitracion
en 3-tirosina de las proteinas mitocondriales. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales fueron
separadas en un gel BN-PAGE segun la técnica descrita en “Métodos”. Estas proteinas procedian del higado
de ratones delgados (Ctr), ob/ob tratados con 500 ul de suero salino y de ob/ob tratados con 10 mg/Kg/dia de
melatonina, Como se describe en “Material y Métodos” estos tratamientos se hicieron por via peritoneal
durante 12 semanas. La identificacion de las proteinas mitocondriales nitradas en 3-tirosina se hizo
exponiendo la membrana de difluoruro de polivinilo a anti-3-nitrotirosina.

6.2.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina

disminuye el estrés oxidativo del higado.

El tratamiento de los ratones ob/ob con 10 mg diarios de melatonina/Kg
de peso durante 12 semanas por via peritoneal normalizé6 tanto las
concentraciones de TBARS como las de glutation reducido mitocondrial y

citoplasmico (Fig. 37).
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Figura 37. El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina evita el estrés oxidativo existente en el
higado de esos ratones. Se determinaron las concentraciones hepaticas de sustancias reactivas con el
acido tiobarbitarico (TBARS) y las de glutation reducido, citoplasmico y mitocondrial, en los ratones delgados
(Ctr) y ob/ob tratados con 500 ul de suero salino (ob/ob) o con 10 mg/Kg/dia de Melatonina. Los valores
estan representados como media + SD.
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6.3.- El tratamiento con melatonina de los ratones ob/ob evita la

pérdida de actividad de los complejos de la CRM.

En los ratones ob/ob tratados durante 12 semanas con 10 mg/Kg/dia de
melatonina, la actividad enzimatica de los complejos de la CRM se mantuvo en
niveles no diferentes significativamente de los hallados en los ratones delgados.
En la figura 38 se puede comprobar que la actividad de todos los complejos era
significativamente superior en los ratones ob/ob tratados con melatonina que en
los ob/ob tratados con suero salino. La actividad del complejo | en los ratones
tratados con melatonina fue idéntica a la actividad de ese complejo en los ratones
delgados. La actividad de los restantes complejos ascendié significativamente y
aunque no alcanzé la actividad existente en los ratones delgados las diferencias

entre ellos no era significativa.

Ratones delgadez {n.6) -ob/ob mice (n.6) ob/ob+MT (n.6)
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Actividad de la CRM en ratones ob/ob
(% de actividad en ratones delgades)

T
Complejos de la CRM

Figura 38. Efecto de la melatonina sobre la actividad de la CRM en ratones ob/ob. La actividad
enzimatica de los complejos la expresamos en forma de porcentaje de esa actividad en ratones controles
delgados. NS, no significativo; (***), p<0.001 vs. ratones delgados. (c), p<0.001 vs. ratones ob/ob.

6.4.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina aumenta
la cuantia de los complejos de la CRM completamente

ensamblados.

El estudio del grado de ensamblaje de los complejos tras el tratamiento
de los ratones ob/ob durante 12 semanas con 10 mg/Kg/dia de melatonina mostro
que los cambios existentes en los ratones ob/ob no tratados habian desaparecido.
La intensidad de las bandas originadas por los complejos I, lll y IV era idéntica a
la existente en los ratones delgados. No se reconocia la presencia de los

subcomplejos situados entre los complejos Il 'y IV (a) y por debajo del complejo I
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(b), el complejo Il volvia a tener el espesor del mismo complejo en los ratones
delgados y, por ultimo, tampoco se reconocia la sefial que en los ratones ob/ob no
tratados aparecia en el frente del recorrido de la electroforesis de muy bajo peso

molecular (c).

Complejos_ PM
I 980kDa (S s s e I I o
V. 600 kDa o T

III 500 kDa s s -*2~-

IV 232 kDa
a
II 140 kﬁ

b —s i
C — - -

Cir ob/0 ob/ob MLT

Figura 39. El ensamblaje de los complejos de la CRM se normaliza cuando los ratones ob/ob son
tratados durante 12 semanas con melatonina. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales fueron
separadas en un gel BN-PAGE segun la técnica descrita en “Material y Métodos”. Estas proteinas procedian
del higado de ratones delgados (Ctr), ob/ob tratados con 500 ul de suero salino (ob) y de ob/ob tratados con
10 mg/Kg/dia de melatonina, Como se describe en “Material y Métodos” estos tratamientos se hicieron por via

peritoneal durante 12 semanas. La identificacion de los complejos fue realizada utilizando anticuerpos
especificos contra la subunidad NDUFA9 del complejo 1, la subunidad 70 del complejo Il, la subunidad core 2
del complejo Ill, la subunidad COX 1 del complejo IV y la subunidad alfa del complejo V.

6.5.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina

normaliza las subunidades de los complejos de la CRM.

Cuando separamos las diferentes subunidades del complejo | en un gel
SDS-PAGE de segunda dimensién comprobamos también que todos los cambios
existentes en los ratones ob/ob habian desaparecido. En efecto, la intensidad de
la sefial formada por las subunidades del complejo | estudiadas era similar a la
existente en los ratones delgados que tomamos como controles, muy superiores a
las sefales formadas por esas mismas subunidades en los ratones ob/ob no
tratados. Ademas, en estos ratones no encontramos cambios sugerentes de un
defecto en el ensamblaje de este complejo o de su degradacion. Las subunidades
39 y 17 kDa, que en los ratones obesos no tratados aparecian en tres
subcomplejos diferentes, en los tratados aparecian formando un solo complejo

perfectamente ensamblado (Fig. 40).
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Figura 40.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina normaliza las subunidades del
complejo |. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales extraidas de ratones delgados (Ctr) u
obesos tratados con 500 ul de suero salino (ob) o con 10 mg/Kg/dia de melatonina (ob MLT) durante 12
semanas por via intraperitoneal fueron separados en una primera dimensién en una BN-PAGE y en la
segunda dimensién como se describe en la figura 14. —veces, indica la cuantia de subunidad en los ratones
ob/ob tratados en relacién con los controles delgados.

6.6.- En los ratones ob/ob tratados con melatonina la expresion
genética de las subunidades de codificacion nuclear y

mitocondrial es normal.

Con el fin de conocer si el tratamiento con melatonina mejora la expresiéon
genética de las subunidades codificadas por el ADNmt, que como hemos visto
mas arriba estd muy alterada en los ratones obesos, tratamos a ratones ob/ob con
10 mg/Kg/dia de melatonina inyectada por via intraperitoneal y en el tejido
hepatico determinamos la expresion genética de dos grupos de genes, unos
codificados por el ADN nuclear (NDUFA9, NDUFB6, NDUFS3) y otros por el
ADNmt (ND1, ND2, ND4, ND4L). Para ello, como describimos en el apartado de
“Métodos”, determinamos los niveles de ARNm en el tejido hepatico de tres
grupos de ratones, controles, ob/ob y ob/ob tratados con melatonina. Este estudio
revela que la expresion genética de las subunidades de codificacion nuclear, que
es normal en los ratones ob/ob, se modifica poco con el tratamiento (Fig. 41A).
Por el contrario, la expresion genética de las subunidades codificadas por el
ADNmt, que estd muy baja en los ratones obesos, se normaliza en los ratones
tratados (Fig. 41B). Esta normalizacion de la expresion genética de las

subunidades codificadas por el ADNmt se acompafié de una mejoria significativa
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del dafio oxidativo al ADNmt. En efecto, las concentraciones del 80OHdG en el
ADNmt descendieron de forma significativa a niveles que no se diferenciaban de

forma significativa de las existentes en los ratones delgados (Fig. 41C).
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Figura 41A y 41B. La expresién de los genes mitocondriales permanece normal en los ratones ob/ob
tratados con melatonina. Tasas de expresién genética de proteinas mitocondriales representativas de las
codificadas por genes nucleares (A) o mitocondriales (B) en el higado de ratones delgados (Ctr), ob/ob
tratados durante 12 semanas con 500 uL de suero salino (ob) y ob/ob tratados con 10 mg/Kg/dia de
melatonina. EI ARN mensajero (ARNm) de las subunidades del complejo | fue analizado mediante PCR
cuantitativa a tiempo real segun la técnica descrita en “Material y Métodos”. NS, diferencias no significativa;
** p<0.01.
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Figura 41C. El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina evita el dafio oxidativo del ADMmt en
los ratones ob/ob. El contenido hepatico de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-HOdG) fue determinado en 10
ratones delgados, en 10 ratones ob/ob y en 6 ratones ob/ob tratados con 10 mg/Kg/dia de melatonina
intraperitoneal segun la técnica descrita en “Material y Métodos”.

6.7. La melatonina previene la aparicibn de lesiones de

esteatohepatitis en los ratones ob/ob.

Como se describié mas arriba, el parénquima hepatico de los ratones
ob/ob presentaba una intensa esteatosis que comprometia al 75% de los

hepatocitos y que predominantemente (40%) era de tipo microvesicular (Fig. 4 y
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42). Junto a ello, se observaba algun foco de células mononucleares dispersas
por el parénquima y en los espacios porta (Fig. 4f), asi como ocasional hialina de

Mallory.

En los ratones ob/ob tratados con 10 mg/Kg/dia de melatonina por via
peritoneal durante 12 semanas, el estudio histologico del higado mostr6 cambios
minimos. En tres de los seis ratones la histologia hepatica era completamente
normal, en dos existia ligera degeneracion hidrépica en la zona 3 y en uno existia
una minima esteatosis microvesicular difusa y algun fenémeno apoptético aislado
sin preferencia por una zona concreta del lobulillo. No existian fendmenos

inflamatorios, esteatosis ni fibrosis (Fig. 42).

Figura 42. Efecto del tratamiento de los ratones ob/ob con 10 mg/g/dia de melatoninai.p.
durante tres meses. a — ¢, ratones ob/ob tratados con 500 ul de suero salino por via peritoneal durante 12
semanas; d — f, ratones ob/ob tratados con 10 mg/Kg/dia de melatonina por via peritoneal durante el mismo
tiempo. H&E X100 (a,d); x200 (b,e), x400 (c,f).

6.8.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina
disminuye el contenido hepético en triglicéridos y las tasas

séricas de transaminasas.

El efecto beneficioso observado con la melatonina sobre la histologia
hepética fue ratificado por los estudios de la concentracion de triglicéridos en el
higado y por las tasas de transaminasas séricas. Como muestra la figura 43, la

concentracion de triglicéridos en el higado descendié de forma significativa en los
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ratones sometidos al tratamiento con melatonina desde 66,6+11,6 mg/g de tejido
hepatico en los ratones ob/ob hasta 22,19+4,3 mg/g en los ob/ob tratados con
melatonina (p<0.001). Igualmente, las transaminasas séricas descendieron muy

significativamente y se aproximaron a las existentes en los ratones delgados,

controles.
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Figura 43.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina disminuye el contenido hepatico en
triglicéridos y las tasas séricas de transaminasas. Las tasas de AST y ALT séricas fueron determinadas
mediante autoanalizador y el contenido hepatico en triglicéridos fue determinado siguiendo el procedimiento

descrito en “Material y Métodos”. Ctr, ratones delgados; ob, ratones ob/ob tratados con 500 ul de suero
salino, ob MT, ratones ob/ob tratados durante 12 semanas con 10 mg/Kg/dia por via peritoneal. (a), p<0.05;
(b), p<0.01; (c), p<0.001 vs. ratones controles; ***, p<0.001 vs. ratones ob/ob tratados con suero.
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DISCUSION.
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El presente estudio confirma que el higado de los ratones ob/ob
empleados en esta investigacion presentaban lesiones de EGHNA y que la
actividad enzimatica de los complejos de la CRM y el consumo mitocondrial de
oxigeno se encontraban muy reducidos. Como muestra la figura 6, la actividad de
la CRM oscilaba entre el 70% de la actividad en los ratones delgados del complejo
| y el 43% de la actividad del Ill. Igualmente, el consumo de oxigeno estaba
reducido al 57%. Estos resultados son concordantes con los que Garcia-Ruiz et
al. hallaron en otro grupo de ratones ob/ob (122) y con lo que Pérez-Carreras et

al. encontraron en pacientes diagnosticados de EHNA (115).

Con el fin de profundizar en el conocimiento de los mecanismos por los
que en los pacientes con EHNA y en ratones ob/ob la actividad de la CRM esta
disminuida, estudiamos el grado de ensamblaje de los complejos mitocondriales
recurriendo a técnicas protedmicas, en concreto, a la electroforesis en gel de
gradiente de acrilamida en condiciones en las que los complejos no han sido
disociados en sus multiples péptidos. Es lo que Schégger y von Jagow
denominaron “Blue Native Electrophoresis” (BN-PAGE) (293). De esta forma,
mostramos que la cuantia de todos los complejos de la CRM de los ratones ob/ob
se encontraba llamativamente disminuida (Fig. 7), lo cual es suficiente para
justificar que la actividad de esas enzimas se encuentre reducida en estos

animales y, presumiblemente, también en los pacientes con EHNA.

Para conocer como se encontraban las subunidades que componen cada
uno de los cinco complejos de la CRM, expusimos el gel de acrilamida en el que
habiamos separado los complejos a una solucion de 1% SDS/1% -
mercaptoetanol (SDS/BME) durante una hora. En ese tiempo y por efecto del
SDS/BME, las subunidades de los complejos se separan unas de otras y pueden
ser analizadas individualmente. Para lograrlo, cada cinta del gel conteniendo los
complejos ya desnaturalizados por el SDS/BME se someti0 a una nueva
electroforesis en segunda dimension. De esta forma, todas las subunidades de
todos los complejos quedan separadas y se pueden analizar por “Western blot”
utilizando anticuerpos especificos para cada subunidad. Mediante esta
electroforesis de segunda dimension pudimos comprobar que la cuantia de todas

las subunidades analizadas estaba también marcadamente disminuida en los
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ratones obesos. Este descenso fue particularmente marcado en las subunidades
codificadas por el ADNmt (Fig. 8). En efecto, mientras las subunidades
codificadas por el ADN gendmico estaban descendidas a aproximadamente el
50% de la cuantia existente en los ratones delgados que tomamos como
controles, las codificadas por el ADNmt lo estaban a aproximadamente el 17% de
los controles. Este mayor descenso de las subunidades de codificacidon
mitocondrial pudiera indicar que en su disminucion participan mecanismos
adicionales a los que intervienen en el descenso de las subunidades codificadas

por el ADN gendmico.

La baja cuantia de los complejos de la CRM y de sus subunidades puede
ser ocasionada por un descenso en la sintesis de sus componentes, por un
defecto en el ensamblaje de esas subunidades para formar los complejos, por
una menor estabilidad de los complejos o de sus subunidades y en
consecuencia por su degradacion vy, finalmente, por una combinacion de los

mecanismos anteriores.

Un descenso de la sintesis de las proteinas y péptidos que componen
los complejos de la CRM pudiera justificar que la cuantia de los complejos y de
sus componentes esté disminuida. EI complejo | de la CRM, el primero y mas
complicado de todos ellos, esta constituido por 46 péptidos diferentes, 39 de ellos
estan codificados por el ADN genomico y los siete restantes (ND1, ND2, NDS3,
ND4, ND4L, ND5, ND6) por el ADNmt. EI ADNmt consiste en una doble cadena
de ADN de unos 16,500 pares de bases que son traducidos por los ribosomas
mitocondriales. La expresién de estos genes esta determinada por el nimero de
copias de ADNmt (294). Por ello, cuando el nimero de estas copias disminuye,
también lo hace el numero de las correspondientes proteinas. Con el fin de
conocer si el descenso de esos complejos en los ratones obesos se debe a una
disminucién en la sintesis de las subunidades que los componen, determinamos
la expresion genética de algunos componentes representativos del complejo |
mediante RT-PCR. Este estudio mostré claramente que la expresion genética de
las subunidades codificadas por el ADNmt (ND1, ND2, ND4, ND4L) estaba en los
ratones ob/ob disminuida al 30% del nivel existente en los ratones delgados (Fig.
9B). Por el contrario, la expresiéon genética de las subunidades codificadas por el
ADNn (NDUFA9, NDUFB6, NDUFS3) se encontraba normal, no diferente a la

existente en los ratones delgados (Fig. 9A). Estos resultados pueden explicar que
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la cuantia de las subunidades de codificacion mitocondrial esté disminuida pero
no que también lo esté la de las subunidades codificadas por el ADNn. Esto indica
gue algun otro factor, ademas de la sintesis reducida, debe estar interviniendo
para justificar el descenso de las subunidades de los complejos mitocondriales. El
hecho de que las subunidades codificadas por el ADNmt estén mucho mas
descendidas que las de codificacion nuclear permite suponer que en el descenso
de las ultimas interviene un factor mientras que en el descenso de las primeras
probablemente se suman mas de un factor. No existen estudios previos que
hayan analizado la expresion genética de las proteinas mitocondriales en los
pacientes con EHNA o en ratones ob/ob. Tan s6lo contamos con un breve
estudio de Haque et al., publicado en forma de resumen, en el que mostraban que
la expresion de la subunidad COX-Il del complejo 1V, codificada por el ADNmt,
estaba disminuida en los pacientes con EHNA, mientras que la expresion de la

subunidad COX-1V, de codificacion nuclear, era normal (295).

El estrés oxidativo a través de las ROS puede justificar que la sintesis
proteica esté disminuida, ya que esas sustancias pueden fragmentar al ADN vy
oxidar a sus bases lo que causa deplecion de ADN, preferentemente mitocondrial
(296, 297), y, con ello, detener o interferir con la sintesis de polipéptidos de la
CRM codificados por el ADNmt, tales como el ND1 o las COX-I, COX-1l'y COX-IlI
y provocar esteatosis hepatica (298). Con el fin de comprobar si realmente el ADN
de los ratones obesos estd sufriendo dafio oxidativo, determinamos las
concentraciones de 8-OHdG, un marcador de dafio oxidativo del ADN (299) en los
ndcleos y mitocondrias de esos animales. Este estudio mostréo que el 8-OHdAG
estaba significativamente aumentado en el ADNmt pero no en el ADNn (Fig. 10).
El ADNmt esta localizado en la matriz mitocondrial, préximo a la CRM donde se
genera la mayoria de los ROS. Por ello, el ADNmt estd mas expuesto a las ROS
gue el ADNn (300). Ademas, el ADNmt carece de histonas protectoras frente a las
ROS vy los sistemas de reparacion mitocondrial del ADN son menos eficaces que
los existentes en el ADN gendémico (301). Consecuencia de esta agresion
oxidativa, en el ADNmt se van acumulando lesiones que pueden reducir la
sintesis de los péptidos de la CRM codificados por este ADN (302). Nuestro
estudio muestra que en el higado de los ratones ob/ob existe estrés oxidativo y
que éste es responsable del descenso de las subunidades de codificacion

mitocondrial, ya que al tratar durante tres meses a los ratones obesos con dosis
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antioxidantes de MnTBAP, no sélo se normaliza la cuantia de los complejos (Fig.
13) y de sus componentes (Fig. 14), sino también de todas las subunidades
estudiadas, principalmente de las codificadas por el ADNmt (Fig. 15). El MnTBAP
es un analogo de la superoxido dismutasa mitocondrial que transforma al radical
hidroxilo (OH™) en peréxido de hidrogeno (H.O,). Garcia-Ruiz et al. (122)
mostraron que este analogo de la superoxido dismutasa no sb6lo mejoraba la
actividad de la CRM sino que también reducia la gravedad de las lesiones
hepéaticas de EHNA, lo que apoya el papel decisivo que tiene la disfuncion

mitocondrial en la patogenia de la EHNA.

Con independencia del papel que puedan jugar las ROS, también las RNS
parecen participar en la lesion del ADN, ya que en los ratones ob/ob tratados con
acido urico la expresion genética de las proteinas de la CRM se normaliza (Fig.
24). A favor del papel que puedan jugar las RNS, algunos autores han mostrado
gue la exposicion de las células al peroxinitrito da lugar a un descenso del ARN
mitocondrial (303, 304). De hecho, el peroxinitrito puede lesionar al ADN mediante

la desaminacién y nitracion de la guanina (305, 306).

‘Otro mecanismo por el que puede estar disminuida la cuantia de los
complejos de la CRM es por un defecto en el proceso de ensamblaje de sus
componentes. No se conoce bien cdmo se produce el ensamblaje de los
diferentes componentes de los complejos. La mayoria de los datos de que
disponemos proceden de estudios realizados en el hongo Neurospora crassa,
cuyo complejo | consta de 35 subunidades (307). Por ello sabemos que antes de
producirse el ensamblaje del complejo I, se forman diversos intermediarios por la
sucesiva unién de las diferentes subunidades que forman la porcion membranosa
y periférica de este complejo (308) (Fig. 44). En el hombre, es probable que el
proceso no sea igual. Asi, el estudio de este proceso en células humanas ha
mostrado que el ensamblaje del complejo | se inicia con la formacion de varios
subcomplejos independientes tras la agregacion de diferentes subunidades. Uno
de estos subcomplejos, correspondiente a la rama periférica del complejo I, se
forma por la union de la subunidad 30 kDa con la 45 kDa y a continuacion con la
39 kDa, 18 kDa y 24 kDa. El segundo subcomplejo intermedio de la porcion
membranosa del complejo | contiene la subunidad B17 a la que se agregan las
subunidades ND1, ND6 y PSST. Estos dos subcomplejos, membranoso y

periférico, terminan por unirse y al resultante siguen fijandose otras subunidades
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hasta formar el complejo de 950 kDa que migra en la electroforesis muy proximo
al complejo | completamente ensamblado. La diferencia entre este ultimo y su
precursor de 950 kDa se debe probablemente a cambios en su conformacién
molecular (309, 310). Cuando este proceso de ensamblaje falla, junto a la marca
originada por el complejo totalmente ensamblado aparecen otras de menor peso
molecular que corresponden a los subcomplejos que no han terminado por unirse.
Este patron de subcomplejos de menor peso molecular lo reconocemos en los
ratones ob/ob cuando las proteinas de la CRM las separamos en una primera
dimensiéon (Fig. 7), pero, sobre todo, en la electroforesis de segunda dimension
(Fig. 8). En efecto, en la electroforesis de primera dimensidén encontramos que las
bandas correspondientes a los complejos I, Ill, IV y V estan disminuidas de
intensidad, pero por debajo de ellas se aprecian otras bandas anchas de menor
peso molecular que deben corresponder a subcomplejos no ensamblados con la
porcidn principal. Esto es particularmente evidente en el caso de la banda situada
entre los complejos IV y Il, no existente en los ratones delgados. EI complejo Il de
los ratones ob/ob tiene una anchura superior a la homaéloga en ratones controles,
lo que probablemente se debe a que existen subcomplejos que tienen un peso
molecular similar al del complejo Il. El andlisis de las subunidades de los
complejos | y Ill demuestra cambios debidos al defecto en el ensamblaje de estos
complejos (Fig. 8). Asi, la subunidad 39 la vemos repartida entre tres
subcomplejos; uno situado a 980 kDa, otro a unos 500 kDa y un tercero a unos
140 kDa. La subunidad 17 kDa la vemos también en tres subcomplejos de 980,
500 y 200 kDa. La subunidad FeS del complejo Il muestra también su presencia
en dos subcomplejos principales, a 500 y 50 kDa, pero entre ambos aparece una
estela mal definida que no llega a formar complejos. Por ello, podemos concluir
gue, ademas de la menor sintesis de los péptidos de codificacion por el ADNmt,
en la disminucion de los complejos observados en la electroforesis de primera
dimensién participa también un defecto en el ensamblaje de los subcomplejos

para formar el complejo final totalmente ensamblado y funcionante.

El porqué de este defecto en el ensamblaje de los complejos es dificil de
explicar, ya que es poco lo que se sabe sobre los factores que participan en este
proceso. No obstante, se sabe que algunas de las subunidades codificadas por el
ADNmt, las subunidades ND, son necesarias para que el ensamblaje se produzca

correctamente. Por ejemplo, se sabe que la ausencia de las subunidades ND1 y
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ND6 se sigue de una disminucion del complejo | completamente ensamblado y de
la aparicibn de subcomplejos de 160-210 kDa. Lo mismo ocurre cuando faltan
otras subunidades ND, por ejemplo, las subunidades ND2, ND3, ND4 o ND4/ND6
(309, 311 — 314). Por ello, es posible que en los ratones ob/ob, en los que la
sintesis de las subunidades de codificacion por el ADNmt esta disminuida por la
alteracion del ADNmt inducido por el estrés oxidativo, la carencia de estas
subunidades sea la responsable de que el ensamblaje de los complejos no se

realice correctamente y, en consecuencia, que la actividad enzimética esté

disminuida.
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Figure 44. Propuesta de modelo de ensamblaje del complejo | humano segun Ugalde C et al. (307)

La tercera opcién por la que los complejos de la CRM pudieran estar
disminuidos es porque su degradacion esté aumentada. Este mecanismo puede
justificar, no solo que estén bajas las subunidades codificadas por el ADNmt sino
también la reduccién en las subunidades codificadas por el ADN gendémico, cuya
sintesis es normal. El hecho de que las subunidades codificadas por el ADNmt
estén descendidas significativamente mas que las codificadas por el ADN
gendmico pudiera explicarse porque mientras en el descenso de estas ultimas
interviene so6lo un mecanismo —degradacion— en el descenso de las primeras
intervendrian mas de uno —degradacion y baja sintesis—. El andlisis de las
subunidades de los complejos muestra algunos cambios que sugieren la
degradacion de las proteinas de la CRM. Por ejemplo, la morfologia de las
subunidades del complejo Ill, core 2 y FeS, asi lo sugiere. En los ratones ob/ob, el
ndcleo principal de la subunidad core 2 va seguida de una cola hacia la derecha,
de menor peso molecular, que no llega a formar ningn subcomplejo y que esta

formada por escasas cuantias de fragmentos del complejo Il reactivo con el
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anticuerpo anti-Core 2. Lo mismo ocurre con la subunidad FeS que se reparte en
dos fracciones, una situada donde lo hace el complejo Ill, 500 kDa, y otra casi en
el frente del recorrido de la electroforesis. Entre ambas se sitla una estela de
fragmentos reactivos con el anticuerpo anti-FeS que no llegan a formar
subcomplejos. También la subunidad 39 kDa del complejo | muestra, ademas de
los tres nucleos principales ya descritos, una estela que prolonga el subcomplejo
de menor tamafo hacia la derecha. Esta estela debe ser originada por los
pequefios fragmentos que siguen a la degradacion del complejo.

Se han reconocidos varios factores que estan implicados en la
estabilizacion del complejo I. Entre estos figura la prohibitina (315), el complejo IlI
(310, 316) y las proteinas NDUFAF1 (317) y B17.2 (318). La prohibitina es un
miembro de una familia de proteinas altamente conservadas que se encuentra
anclada a la membrana interna de las mitocondrias, donde se une directamente a
proteinas mitocondriales recién sintetizadas, incluidas las subunidades de los
complejos (315, 319, 320), a las que estabiliza contra la degradacion por las
metaloproteasas AAA de las membranas (321 — 324). La deleccion de los genes
que codifican a la prohibitina se sigue de la degradacion acelerada de las
proteinas de membrana por las proteasas AAA (322), mientras que la
sobreexpresién de prohibitina provoca lo contrario, es decir, estabiliza a los
péptidos contra su degradacion (323). Considerando el papel protector que tiene
la prohibitina contra la degradacion de los complejos, medimos los niveles de
prohibitina existentes en el higado de los ratones ob/ob y comprobamos que la
prohibitina esta marcadamente disminuida en esos ratones en relacion con la
existente en los ratones delgados. Estos resultados son concordantes con los
publicados por otros autores (325, 326). Por ello, el descenso de los niveles de
prohibitina en los ratones ob/ob pudiera favorecer la degradacion de los
componentes de los complejos y, en consecuencia, la disminucion de la cuantia
de las subunidades que forman los complejos de la CRM. No conocemos la causa
de ese descenso de los niveles de prohibitina en el higado de los ratones ob/ob;
sin embargo, considerando que sus niveles se recuperan en los ratones
sometidos a tratamiento con &cido Urico o MNnTBAP, es muy probable que ese
defecto esté relacionado también con el estrés oxidativo y con el aumento de
formacion de anién peroxinitrito en los ratones obesos. De hecho, la prohibitina

es una proteina que puede ser también nitrada y sufrir las consecuencias de su
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nitracion, incluida su degradacion (327). Nuestro estudio muestra que la
prohibitina de las mitocondrias de los ratones ob/ob esta nitrada y degradada en
moléculas de bajo peso molecular. También la proteina B17.2, protectora de los
complejos mitocondriales, puede ser modificada por el peroxinitrito (286).

Otro factor que protege a los complejos de su degradacion, en especial al
complejo I, es el complejo Il (310, 316). Nuestro estudio muestra que la sefal
electroforética originada por el complejo Ill estaba también reducida de espesor y
el andlisis de sus subunidades mostraba signos de un acoplamiento incompleto y
de degradacion. El tratamiento de los ratones ob/ob con &cido Urico o con
MnTBAP normalizé la cuantia del complejo 11l (Fig. 22) lo que sugiere que en el

descenso de este complejo también interviene el estrés oxidativo y el peroxinitrito.

En un estudio previo de nuestro grupo, se sugirié que la disfuncién de la
CRM vy las lesiones hepéticas que existian en los pacientes con EHNA y en los
ratones obesos, ob/ob, probablemente se debian a los efectos del peroxinitrito o
de algun radical derivado de él sobre las proteinas mitocondriales. El peroxinitrito
€s un agente oxidante y nitrante que reacciona con gran namero de moléculas,
incluidos lipidos, proteinas, hidratos de carbono y ADN (240). Sobre las proteinas
reaccionan con los grupos fendlicos, en especial con la tirosina para formar 3-
nitrotirosina (328). Por este medio, multitud de enzimas y proteinas celulares
estructurales son alteradas y pierden total o parcialmente su actividad. Por ello, se
considera que el peroxinitrito juega un papel importante en multitud de procesos
patolégicos. De hecho, proteinas nitradas en 3-tirosina se encuentran en al menos
80 enfermedades diferentes, incluidas lesiones arterioescleréticas, inflamatorias,
neurolégicas y, como vemos en este estudio, también en la EHNA (143, 329 —
331). La sospecha del papel del peroxinitrito en la hipoactividad de la CRM se
basé en una serie de observaciones que quedaron recogidas en el articulo de
Garcia-Ruiz | et al. (122). En él se mostré que el higado de los ratones obesos,
ob/ob, presentaba una intensa nitracion en 3-tirosina de las proteinas hepaticas,
incluidas las mitocondriales y las de la CRM. Ademas, el tratamiento de los
ratones ob/ob con 20 mg/dia de &cido urico durante 12 semanas mejoraba la
actividad de la CRM, principalmente la de los complejos | y V, que se
normalizaban, y la de los complejos Il y Ill, pero no la del complejo IV. Se
considera que el &cido Urico es un potente eliminador natural del peroxinitrito y de

otros derivados reactivos del peroxinitrito (217, 218). Este acido se une al
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peroxinitrito dando lugar a uratos nitrados inactivos (332). Se ha demostrado que
el acido urico inhibe la formacién de proteinas nitradas en 3-tirosina y previene la
aparicion y progresion de las lesiones neurolégicas que surgen en el curso de
modelos experimentales de encefalitis en los que se ha demostrado que el

peroxinitrito juega un papel patogénico decisivo (151, 215, 333).

Las mitocondrias son diana del peroxinitrito. Este puede difundir desde el
citoplasma o se puede formar dentro de ellas (334, 335). Se ha comprobado que
numerosas enzimas mitocondriales pueden ser nitradas en 3-tirosina vy
posteriormente inactivadas. Por ejemplo, la Mn-superoxido dismutasa, una enzima
con un potente efecto antioxidante, es nitrada en Tyr** e inactivada (336, 337). Lo
mismo ocurre con la aconitasa, el canal de aniones dependiente del voltaje, la
ATPasa, la succinil-CoA oxoacido-CoA transferasa (338, 339) y los complejos de
la CRM (146, 340 — 345).

En el presente estudio confirmamos que las proteinas hepaticas de los
ratones ob/ob estan intensamente nitradas en 3-tirosina (Figs. 16 y 17) y
comprobamos que entre las proteina nitradas se encuentran algunas de la CRM
(Fig. 18). Esta nitracion parece poseer significacion funcional ya que si se evita la
nitracion de las proteinas hepaticas (Figs. 19, 20), administrando acido Urico a los
ratones ob/ob durante 12 semanas, la actividad del los complejos de la CRM se
mantiene en los niveles normales (Fig. 21). Ademas, como hemos dicho mas
arriba, el acido urico normalizé la cuantia de todos los complejos identificados en
la BN-PAGE de primera dimensién y la de todas las subunidades del complejo |
analizadas en la SDS-PAGE de segunda dimension (Figs. 22 y 23). Todos estos
hallazgos apoyan el papel que el peroxinitrito puede jugar en la patogenia de las
alteraciones mitocondriales de los ratones ob/ob.

Con el fin de reforzar el apoyo al papel del peroxinitrito en la patogenia de
las alteraciones de la cadena respiratoria mitocondrial, expusimos “in vitro”
proteinas mitocondriales extraidas de higado de ratones delgados, normales, a
los efectos de dosis crecientes de peroxinitrito. Como muestra la figura 25, el
peroxinitrito provoca un aumento de la nitracion de las proteinas cuya intensidad
se relaciona con la dosis de peroxinitrito. Al determinar sus efectos sobre la
actividad del complejo | de la CRM y sobre la respiracién mitocondrial, vemos
como estas actividades disminuyen a medida que aumenta la dosis de
peroxinitrito (Figs. 26 y 27). Ademas, el peroxinitrito disminuye la cuantia del
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complejo | en el BN-PAGE y determina la formacion de subcomplejos y la
aparicion de una estela proteica reactiva con los anticuerpos frente a las proteinas
del complejo | (Fig. 28). Finalmente, el peroxinitrito determiné que la cuantia de
todas las subunidades analizadas disminuyera y que algunas de ellas se
prolongaran hacia la derecha en forma de una estela de menor peso molecular
correspondiente a productos de su degradacion. Es decir, la exposicién de las
proteinas mitocondriales al peroxinitrito provoca en la CRM unos cambios

funcionales y estructurales similares a los que se encuentran en los ratones ob/ob.

Segun la hipétesis formulada por nuestro grupo, el proceso que daria
lugar a la formacion del peroxinitrito se iniciaria con el aumento de TNFa en el
higado lo que determinaria el aumento en éste de la expresion de la INOS vy ello,
la formacion de peroxinitrito por la reaccion del o6xido nitrico con el anién
superoxido (122). Es bien sabido que el TNFa es un potente inductor de NFxB, que
la actividad de este factor de transcripcion esta muy aumentada en los ratones ob/ob
(119) y que el gen de la INOS figura entre los que responden al NFkB (140).
Ademas, el TNFa interfiere con la funcion de la CRM, dificultando el flujo de
electrones a través de los complejos | y Il (133, 134) por lo que aumenta la
formacion de anion superdxido. En el estudio previamente mencionado, nuestro
grupo demostré que las tasas de TNFa en el higado estaban aumentadas mas de 8
veces Yy que cuando los ratones eran tratados durante tres meses con anti-TNFa, la
actividad de la iNOS disminuia, la nitracion de las proteinas hepéticas se
normalizaba, la actividad de los complejos aumentaba de forma llamativa y las
lesiones histologicas de EHNA desaparecian. Concordantes con estos resultados
estan los de Li et al. quienes encontraron que las tasas de TNFa-mRNA estan muy
aumentadas en el higado de los ratones ob/ob (119). Igualmente, las tasas séricas
de TNFa se encuentran muy elevadas en los pacientes con EHNA (115, 346) y se
correlacionan de forma negativa con la actividad de la CRM (115). Igualmente
concordante con esta hipétesis son los resultados del estudio de Laurent et al. (98)
quienes mostraron que en el higado de los ratones ob/ob las concentraciones de
nitratos y nitritos estaban muy elevadas. El origen del TNFa en el higado de esos
ratones no la hemos investigado en estos estudios, si bien se acepta que el tejido
adiposo abdominal, los hepatocitos y las células de Kupffer son fuentes importantes
de TNFa (138, 139). Diversos estudios han demostrado que los acidos grasos

libres, cuyas tasas en sangre e higado estan muy elevadas en los pacientes con
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higado graso, son capaces de aumentar la expresion del TNFa en los hepatocitos
(347) y en las células adiposas (348). Por todo ello, es probable que la obesidad
abdominal sea una de las fuentes de TNFa y de &cidos grasos que llegan al higado

por la porta y provocan en él sus efectos.

Se conoce muy poco sobre los mecanismos por los que el peroxinitrito
provoca las alteraciones moleculares que hemos mencionado, pero es muy
probable que esas alteraciones se produzcan por oxidacion y nitracion de esas
moléculas. En efecto, el peroxinitrito puede oxidar a los acidos grasos insaturados
dando lugar a la formacion de TBARS y dienos conjugados (349). Igualmente,
puede oxidar a diversos antioxidantes y, con ello, eliminar algunos de los
mecanismos defensivos que las células disponen frente al estrés oxidativo. Entre
estos antioxidantes que pueden ser oxidados por el peroxinitrito figuran el
glutation, el acido ascorbico y el a-tocoferol (350 — 352). Las proteinas, ademas
de ser nitradas en los residuos de tirosina, pueden ser oxidadas por el peroxinitrito
en los residuos de triptéfano (286), metionina (353) y fenil-alanina (354) y sufrir su
fragmentacion (328). Estos efectos moleculares, ademas de la nitracién de los
residuos 3-tirosina, justifican que el peroxinitrito pueda inactivar la CRM. Por
ejemplo, algunos han sugerido que el complejo | se inactiva, al menos en parte,
por la oxidacion de grupos tidnicos y la formacion de derivados S-nitrotidlicos
(341, 344, 355). Murray et al. analizaron los efectos del peroxinitrito sobre este
complejo y comprobaron que provoca la nitracion de 3-tirosina de las subunidades
49 kDa, 17.2 kDa, B15 y B14, asi como la oxidacion de residuos de triptofano en
las subunidades B17.2, 75 kDa, 51 kDa, 39 kDa, 30 kDa, 18 kDa, entre otras, del
complejo | con la formacién de N-formilkinurenina (286, 356). EI complejo Il se
inactivaria también por la oxidacién de grupos tidlicos esenciales de la succinato
deshidrogenasa (357). Varias de las subunidades del complejo 11l tambiéen pueden
ser nitradas en 3-tirosina por el peroxinitrito y con ello llegar a perder el 60% de su
actividad enzimatica (358). El complejo V, la ATPasa, posee también una tirosina

esencial (Tyr3®

) para la funcidon de este complejo que puede ser nitrada por el
peroxinitrito y responsable de la pérdida de su funcion (338, 342). El citocromo c,
enzima también perteneciente a la CRM, contiene cuatro residuos de tirosina, dos
de ellos muy préximos al grupo heme, que participan en la actividad redox del
citocromo. El peroxinitrito provoca la nitracion de una de esas tirosinas esenciales

(Tyr®") y modifica sus propiedades fisiologicas y de transmisién de sefial (359). No
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hay unanimidad sobre los efectos del peroxinitrito sobre la citocromo ¢ oxidasa
(complejo 1V), ya que si bien algunos autores encuentran que este anion puede
inactivar a este complejo (360), otros creen que se trata de un complejo muy
resistente a la oxidacion y que, por el contrario, es capaz de descomponer el
peroxinitrito a nitrito (361, 362). En cualquier caso, el 6xido nitrico si es capaz de
unirse al complejo IV y bloquear el flujo de electrones y la respiracion celular, lo
que se traduce en una deplecion celular de ATP (363). Ademas, el
malondialdehido y el 4-hidroxinonenal, dos derivados de las peroxidaciones
lipidicas, pueden inhibir el complejo IV mediante la formacidén de conjugados con
este complejo enzimatico (364, 365). Tanto las ROS como los aldehidos
formados en el curso de las lipoperoxidaciones pueden dafiar al ADNmt. Sin
embargo, mientras que las lesiones provocadas por las ROS son facilmente
reparables, no ocurre lo mismo con las provocadas por los aldehidos, ya que
estos forman conjugados (“adducts”) con el ADN que favorecen el establecimiento
de uniones cruzadas entre las cadenas de ADNmt que dificilmente pueden ser
reparadas (366). La deplecion del ADNmt inducido por las ROS puede afectar
gravemente a la funciébn mitocondrial y provocar esteatosis hepética (299). Esta
deplecidn puede interferir con la sintesis de los complejos |1, Ill, IV y V de la CRM,
ya que el ADNmt codifica 13 polipéptidos de estos complejos. Ademas, el 4-
hidroxinonenal tiene especial tendencia a formar conjugados con la COX-1V del
complejo IV de la CRM (365), lo cual aumenta su degeneracion y puede contribuir

a reducir los niveles de este complejo que hallamos en los ratones ob/ob.

Por todo lo expuesto, podemos resumir que la actividad de la CRM esta
disminuida en los ratones ob/ob por estar reducida la cuantia de estos complejos
enzimaticos. Este descenso tiene varios origenes: a) la sintesis de las proteinas
y péptidos de codificacion mitocondrial estd disminuida por lesion oxidativa y
nitrogenada del ADNmt. El tratamiento de los ratones con el antioxidante MNnTBAP
y con el antiperoxinitrito acido drico normaliza la expresion genética de las
proteinas codificadas por el ADNmt. b) Existe también un defecto en el
ensamblaje de los complejos reconocible por la presencia de subcomplejos en
los geles BN-PAGE de primera dimension y SDS-PAGE de segunda dimensién.
Este defecto también se corrige tratando a los ratones ob/ob con MnTBAP o acido
arico. Por dltimo, c) la degradacién de las proteinas de los complejos esta

aumentada. Esto es reconocible por la presencia de estelas de bajo peso
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molecular que prolongan hacia la derecha la marca formada por algunas
subunidades de los complejos. Esta degradacién se debe probablemente al efecto
del peroxinitrito, ya que la exposicion “in vitro” de las proteinas mitocondriales
normales al peroxinitrito reproduce los cambios observados en las proteinas de
los ratones ob/ob. En estos estudios “in vitro”, se pueden excluir los defectos en la

sintesis de las subunidades y en el ensamblaje de los complejos.

Ya hemos visto que el empleo de acido Urico previene en los ratones
obesos, las lesiones hepaticas que se encuentran en estos ratones. A pesar de
que el &cido urico es capaz de evitar las alteraciones funcionales y estructurales
de la CRM que se encuentran en los ratones ob/ob y también de prevenir la
aparicion de lesiones hepaticas de EHNA, su administracion al hombre la vemos
problematica. Es obvio, que no podemos estar administrando al hombre
continuamente acido Urico o dietas que eleven sus niveles en sangre, ya que ello
puede provocar otros efectos no deseados. Por esta razon, es necesario
encontrar otras sustancias que posean capacidad antioxidante y neutralizante del
anion peroxinitrito. Entre ellas destaca la melatonina. Como se ha comentado en
la introducciébn a este trabajo, se trata de una molécula que tiene las dos
propiedades que hemos mencionado y, ademas, es un agente que puede ser
empleado en el hombre y estd ya siendo utilizado en diversas situaciones
patolégicas, en especial en el insomnio y en la depresién. Por todo lo referido nos
encontramos ante una sustancia natural con multiples efectos beneficiosos para el
organismo. Por ello, quisimos saber si la melatonina era capaz también de evitar
las alteraciones funcionales y estructurales existentes en la CRM de los ratones
ob/ob. Para ello realizamos dos grupos de experimentos, los primeros “in vitro”
destinados a comprobar que, en efecto, la melatonina previene las alteraciones
gue el peroxinitrito provoca sobre las proteinas de la membrana mitocondrial y de
la CRM. Los ultimos los realizamos “in vivo” administrando a ratones ob/ob la
melatonina por via intraperitoneal con la esperanza de que esos animales no
desarrollaran las alteraciones mitocondriales y las lesiones hepaticas que

encontramos en los animales obesos no tratados.

Los experimentos “in vitro” nos confirmaron que la incubacion de proteinas
mitocondriales aisladas de ratones delgados con 2 o 3 mM, como concentraciéon
final, de melatonina evitaba que la posterior exposicién de esas proteinas a una

solucion 10 o 20 uM de peroxinitrito se siguiera de una disminucion del consumo
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mitocondrial de oxigeno (Fig. 33), de un descenso de la actividad de la CRM
(Figs. 31 y 32), de una interferencia con el ensamblaje de los complejos (Fig. 35)
o de la degradacion de sus subunidades (Fig. 35). Es decir, estos experimentos
“in vitro” demostraron el efecto protector de la melatonina sobre los efectos

destructivos del peroxinitrito sobre los complejos de la CRM.

El segundo grupo de experimentos los realizamos en tres grupos de
ratones; el primero incluia 10 ratones delgados normales que tomamos como
controles, el segundo a otros 10 ratones ob/ob que fueron tratados durante 12
semanas con 500 uL de suero salino intraperitoneal y el tercero, a seis ratones
ob/ob que fueron tratados durante el mismo tiempo por via intraperitoneal con 10
mg/Kg/dia de melatonina. Los resultados obtenidos demuestran claramente que el
tratamiento con melatonina previene las alteraciones hepaticas que se encuentran
en los ratones ob/ob. En efecto, mediante técnicas de inmunofluorescencia
mostramos que la gran fluorescencia provocada por las proteinas nitradas en 3-
tirosina que tiene el tejido hepatico de los ratones ob/ob desaparecia por completo
en los mismos ratones cuando eran tratados con melatonina (Fig. 38a) y que esto
mismo se comprobaba en la nitracion de las proteinas mitocondriales separadas
por “Western blot” en los tres grupos de animales (Fig. 38b). Estos estudios nos
confirmaron que la dosis de 10 mg/Kg/dia de melatonina era efectiva para
neutralizar el estrés nitrosante existente en los ratones ob/ob. Simultaneamente,
la melatonina neutralizé por completo el estrés oxidativo de esos animales (Fig.
37) y mejoré significativamente la actividad de la CRM (Fig. 38). Esta mejoria
funcional se justificaba por favorecer el ensamblaje de los complejos de esa
cadena (Fig. 39), por evitar la degradacion de sus subunidades (Fig. 40) y por
favorecer la sintesis de las subunidades de codificacion mitocondrial (Fig. 41B) al
disminuir el dafio oxidativo del ADNmt (Fig. 41C). Todas estas mejorias
funcionales y moleculares estuvieron asociadas a la existencia de una histologia
hepética que era practicamente normal. Unicamente en algln ratén aislado se

encontré una minima degeneracién hidrdpica o leve esteatosis.

Por todo lo expuesto, la melatonina es un farmaco que deberia ser
considerado en el tratamiento de los pacientes con EHNA. Esta hormona se ha
empleado eficazmente en el tratamiento de enfermedades y en modelos animales
de enfermedades en las que se supone que el estrés oxidativo/nitrogenado juega

un papel importante en su patogenia (248, 265, 267, 367). Por el contrario, la
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extirpacion de la pineal, es decir, la eliminacion de la fuente natural de melatonina,

empeora las lesiones en esos modelos experimentales (368).
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1.- Confirmamos que los ratones ob/ob presentan lesiones hepéaticas de
EGHNA y que la actividad de todos los complejos de la CRM y la respiracion
mitocondrial estan significativamente disminuidas.

2.- La hipofuncién de la CRM esta justificada por existir en esos animales
un descenso de la cuantia de los complejos completamente ensamblados que
forman esa cadena, asi como también de las subunidades que componen esos
complejos.

3.- Nuestro estudio muestra que el descenso de los complejos
completamente ensamblados tiene origen mdltiple, ya que existe: (a) un defecto
en el ensamblado; (b) una menor sintesis de las subunidades codificadas por el
ADNmt que componen los complejos; ello es ocasionado por la lesiébn oxidativa
del ADNmt; (c) degradacion de las subunidades de los complejos, muy
probablemente provocada por el anién peroxinitrito.

4.- En los ratones ob/ob existe estrés oxidativo que es responsable de las
alteraciones encontradas en la CRM, ya que el tratamiento de estos animales con
un antioxidante mitocondrial, la MNTBAP, impide que en ellos aparezcan todas las
alteraciones que se encuentran en esa cadena (descenso de la actividad de la
CRM, disminucion de los complejos y de sus subunidades y de la expresion
genética de las subunidades codificadas por el ADNmt).

5.- En estos ratones obesos existe nitracion en 3-tirosina de las proteinas
hepaticas, mitocondriales y de la CRM, lo cual juega también un papel en la
patogenia de las alteraciones funcionales y moleculares de la CRM. El tratamiento
con &cido drico, un “limpiador” de peroxinitrito, impide que los ratones ob/ob
desarrollen las alteraciones mitocondriales que hemos encontrado en los ratones
ob/ob no tratados.

6.- El peroxinitrito afiadido a proteinas mitrocondriales normales reproduce
“in vitro” todas las alteraciones funcionales y moleculares que hemos encontrado
en los ratones ob/ob. Estos efectos son originados por la degradacién de las
proteinas de la CRM y pueden ser evitados mediante la adicion de melatonina “in
vitro” a las proteinas mitocondriales antes de exponerlas al peroxinitrito.

7.- La administracion de melatonina a los ratones ob/ob entre las semanas
6 y 18 previene que en esos animales aparezcan las alteraciones mitocondriales
que hemos visto que desarrollan los animales no tratados y que en ellos

aparezcan las lesiones de EGHNA.
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