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ARNt: ARN de transferencia
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DD: dominio de muerte

cadena de transporte de

DED: dominio efector de muerte

DISC:

induccion de muerte (death inducing

complejo de sefializacion e

signaling complex)

DOX: doxorubicina

DSC: differential scanning colorimetry
EDTA: acido etilen-diamino-
tetraacético

ER: reticulo endoplasmatico

ERO: especies reactivas del oxigeno
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eritrocitos (erythrocyte sedimentation
rate)
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chromatography)

GPx: glutation peroxidasa
GSH: glutation reducido
H.0,: peroxido de hidrégeno
HEPES:
N’"-(1-acido etanofulfénico)

HER: 1-hidroxietil radical

HPLC: liquida (high
performace liquid chromatography)
IAPS:

apoptosis

N-(2-hidroxietil)piperacina-

cromatografia

proteinas  inhibidoras de
IL: interleukina

MAQO: mono-amino-oxidasa

MDA: malondialdehido

MME: membrana mitocondrial externa

MMI: membrana mitocondrial interna
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dinucleétido ubiquinona oxidoreductasa
NO": éxido nitrico

NOS: oxido nitrico sintasa

O radical superoxido

OH": radical hidroxilo

PCD: muerte celular programada
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polimerasa

XL-PCR: long PCR

PEOL1: oftalmoplegia externa
progresiva (progressive external
ophthalmoplegia)

POLG: polimerasg
PPE: eritrodisestesia palmo-plantar
PTPm:

permeabilidad mitocondrial

poro de transicion de
RIP: proteina que interacciona con el
dominio de muerte del receptor fas
RMN: resonancia magnético nuclear
ROO'": radicales lipoperoxilo

ROS: especies reactivas del oxigeno
SDH: succionato deshidrogenasa
SDS:dodecil sulfato sodico

SH: grupo sulfhidrilo

SOD: superoxido dismutasa

SOD: superoxido dismutasa

TBARS: sustancias reactivas del acido
tiobarbitarico

TCA: ciclo del acido tricarboxilico

TEMED:

tetrametiletilendiamina

NNNN-

TNF-a: factor de necrosis tumoral
TRADD: dominio de muerte asociado a
receptor TNF

TRAIL: tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand

VDAC:

dependiente

canal aniénico voltaje
XOR: xantina oxido reductasa

z-VAD: inhibidor de caspasas

Ay potencial de membrana
mitocondria

EPA: Acido eicosapentaenoico
DHA: Acido docosahexaenoico
MUFA: Acidos

monoinsaturados

grasos

PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

PUFA n-3: Acidos grasos
poliinsaturados de la serie n-3
PUFA n-6: Acidos grasos

poliinsaturados de la serie n-6
QH*: Radical semiquinona
QH,: Coenzima Q reducido
TXA 2: Tromboxano A

TXA 3. Tromboxano A

Ul: indice de Instauracién
XL-PCR: Long PCR
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CAPITULO I.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La existencia de un equilibrio entre la divisioaymuerte celular es de vital
importancia para el desarrollo y mantenimiento de érganismos multicelulares.
Desordenes en ambos procesos tienen consecueatiddgras y pueden conducir a
una embriogénesis erronea, enfermedades neurodatjes® o desarrollo de cancer.
Por esta razon, el equilibrio entre la vida y leenbel esta rigurosamente controlado y los
elementos defectuosos son eliminados con eficamiaup proceso llamado “muerte
celular programada” (PCD(Danial NN y colbs 2004)La apoptosis es un tipo de
muerte celular programada inherente y controlade mquiere de una familia de
cisteinproteasas, conocidas como caspasas, cug@riues ejecutar el destino de la
célula de una manera programada, conduciendo a i@ammborfolégicos tipicos
(Degterev A., 2003).

Actualmente se considera a las mitocondrias conganalas intracelulares
centrales implicadas en mediar en la mayoria derdéss apoptoéticas en células
mamiferas(Newmeyer DD y colbs., 2003; Kroemer G, 2003; RaaagL y colbs.
2002; Zamzami N y colbs., 2001; Green DR y coft¥04; Sorice M y colbs., 2004n
concreto, las mitocondrias se encuentran involasardediante la via intrinseca de
muerte celular, la cual se puede iniciar por undedad de estimulos incluyendo
radiacion UV, radiacion, calor, dafios del ADN, acciones de algunas ontejmas y
genes supresores del tumor, factores virales, ymiayoria de los agentes

quimioterapicoskroemer G, 2008

La doxorubicina es una antraciclina aminoglucosaislada por primera vez de
cultivos de Streptomyces peucetius, y muestra umliamespectro de actividad
antitumoral en tumores sélidos y leucemias. Auntpeaccion antitumoral de la
adriamicina puede ser mediada por un amplio ramgmeécanismos, la produccion de
radicales libres se considera una de las prin@pzdesas de toxicidad. La mayoria de
los estudios sobre los efectos toxicos de la adrinen apuntan a la membrana
mitocondrial, como el blanco principal de la togmd celular. Morfolégicamente este
efecto se manifiesta en el hinchamiento (swellyngg lisis mitocondrial consecuencia

factores tales como la reduccion del potencial @enbrana mitocondrialAfy) y la
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formacion del poro de transicion de permeabilidaitdgno E y colbs., 1988; Sakurai K
y colbs., 2000).

A través de la dieta y mas concretamente de lagieggética se puede influir
sobre el estado oxidativo celular. Es conocido gugpo de composicién en acidos
grasos de la dieta determina en mayor o menor geadomposicion en acidos grasos
de las membranas, o lo que es lo mismo, su nivehstauracion, y por lo tanto, su
distinta vulnerabilidad a la peroxidacion lipidién funcion de lo argumentado, dietas
con grasas menos insaturadas, concretamente adeiteliva, no solo pueden
condicionar un estado oxidativo menor de base,tsimponar posibles efectos de estrés
oxidativo por causas diversas, al determinar unalngna menos insaturaftduertas y
colbs., 1991; Mataix y colbs., 1998; Quiles y cqli®99c; Ochoa y colbs., 2000).

En este trabajo se ha planteado la comparacioe @atite de oliva virgen,
girasol y pescado debido a las diferencias enrél ppidico, ademas de por ser fuentes
grasas mayoritariamente utilizadas en la sociedhthterés del aceite de oliva virgen
reside por un lado, en las propiedades terapéujizase atribuyen a los acidos grasos
monoinsaturados, y por otro, a su alto contenidswmtancias antioxidantes (vitamina
E, CoQ y polifenoles) que pueden contribuir a umson susceptibilidad a la oxidacién
en los sujetos que lo consumen habitualmente. €altomos 15 afios nuestro grupo de
investigacion ha estado trabajando en los efectbsackite de oliva virgen rico en
antioxidantes en relacion a la toxicidad de laaditina en ratas. Varios aspectos del
metabolismo, principalmente aquellos relacionadms la composicién mitocondrial,
funcién y generacion de radicales libres han sglodtéados en relacion a la adriamicina

y a la ingesta de aceite de oliva virgen y otrpsgide fuentes grasas.

El presente estudio es novedoso ademas de lo ddstan los parrafos
anteriores, porque aborda aspectos toxicos de ¥ardloicina a nivel del tejido
hepatico. El higado es un érgano mitotico, es decin capacidad de regeneracion.
Funcionalmente es la central metabdlica del orgamjsla doxorubicina es
metabolizada en el mismo. Ademéas de los efectosico derivados de la
administracion de adriamicina, en un estudio llevasdtabo poZeidan y colaboradores

(Zaidan y colbs.,2002)se observo hepatotoxicidad a nivel subcelularuyemdo



Justificacion y Objetivos Capitulo |

mitocondrias polimoérficas, vacuolas citoplasmatigasacumulaciones lipidicas. La
formacion de radicales libres es el mecanismo msiouen la hepatotoxicidad inducida
por la doxorubicingGokcimen Ay colbs., 2007)

Los efectos adversos de la doxorubicina se ha desdosque se correlacionan
con la dosis total de droga administrada a losepées(Lefrak y colbs., 1973; Cortes y
colbs., 1975; Von Hoff y colbs., 197%n nuestro estudio usamos dos dosis diferentes
de DOX; 2.5 mg/gk/dia y 10 mg/kg/dia durante los dias previos al sacrificio. La
dosis de 10 mg/kg/dia fue elegida en base a 1jliestanteriores de nuestro grupo de
investigacién, en los que comprobamos que el diaatzificio no habia una esencial
mortalidad inducida por la toxicidad de la ADR y@)ando se convierte a una dosis
equivalente en humanos, ésta es similar a la di@siguimioterapico utilizada clinica
(Carter SK., 1975; Freireich EJ y colbs., 1966a dosis 2.5 mg/kg/dia se us6 para
probar el efecto de dosis menores y la respuedteconidrial asociada (en concreto del

sistema antioxidante).

El objetivo principal de este trabajo consiste en comprobar si las antb@as

de tejido hepatico enriquecidas de forma fisiolagictravés de la grasa dietética en
acido oleico son menos susceptibles a la peroxidatipidica y, por tanto, mas
resistentes al proceso apoptotico inducido por txodubicina, que aquellas
enriguecidas con acidos grasos poliinsaturados.offorlado, ensayamos la respuesta
hepética ante dosis diferentes de adriamicina,osereto, frente a una dosis de 2.5
mg/kg/dia o frente a otra de 10 mg/kg/dia. Pardizamalo expuesto anteriormente
tratamos de encontrar marcadores fiables del psadespoptosis celular como puedan
ser variaciones del potencial de membrang),( swelling mitocondrial, o diversas
proteinas apoptoticas (caspasa-3, Apaf-1, y Bdb&p una influencia nutricional
especifica.

Para ello se parte de doce grupos de ratas alidentesta los 3 meses de edad
con una dieta semisintética en la que varia latéugrasa: aceite de oliva, girasol y
pescado, pretendiendo de esta forma que se gemerabranas, en el primer caso mas
ricas en acido oleico, en el segundo linoleico yekmercero ricas en EPA y DHA.

También se incluyd un grupo control al que se Imisistré pienso comercial. La
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adriamicina se administro a dosis de 2.5 mg/kg/di@ mg/Kg/dia respectivamente dos

dias antes del sacrificio.

Con este modelo experimental, el objetivo genezdias abordado mediante los

siguientes objetivos especificos:

e Estudio del grado de adaptacion de los acidos gifastolipidicos de las
membranas mitocondriales hepaticas a las diferénésdes grasas de la

dieta.

* Valoracion del grado de estrés oxidativo alcanzado el modelo
experimental propuesto en relacion a la intervenciatricional y las
diferentes dosis de adriamicina en higado. En etmcestudiar aspectos
relacionados con la peroxidacion lipidica y codadio oxidativo al ADN

mitocondrial (deleciones).

* Andlisis del efecto de la dosis de adriamicina ylalelieta desde un
punto de vista de posibles modificaciones en demsia de defensa
antioxidante de bajo peso molecular (coenzima @-tgcoferol) en

higado.

« Comprobacion del efecto de la dosis de adriamigida la dieta sobre la

morfologia mitocondrial hepatica.

» Estudio del efecto de la dosis de adriamicina giégéa sobre el potencial
de membrana mitocondrial, swelling mitocondrial yrotpinas

apoptaéticas.



CAPITULO II.-ANTECEDENTES
BIBLIOGRAFICOS






Antecedentes Bibliograficos Capitulo Il

CAPITULO II: ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1. LA MITOCONDRIA

1.1- Caracteristicas Generales

La mitocondria, cuyo nombre proviene del griego mitolo) y chondros
(cartilago), es una organela citoplasmatica coronigren ciertamente peculiar. Todas
sus caracteristicas estructurales y funcionaledeacian que en la génesis de la célula
eucariota, una bacteria fue fagocitada por un rarganismo de mayor tamafo con el
fin de aprovecharse de la energia, en forma de AUB, ésta fabricaba mientras la
célula anfitriona dotaba a su huésped de materiazap y proteccion. La simbiosis
perfecta entre estos dos organismos primitivosrseipoo de los pasos mas importantes
de la evolucion(Emelyanov VV, 2003)A lo largo del tiempo, estas bacterias
fagocitadas fueron asumiendo tareas cada vez he&amées dentro del funcionamiento
interno de esta célula primitiva hasta convertieselo que hoy conocemos como
mitocondria.

Las mitocondrias dependiendo del o6rgano y de lariligion intracelular
presentan una variedad de formas y tamafos pereralerente son de 1-2m de
longitud y de 0.25-0.am de diametro. Esta forma ademas es dindmica, pitiose
fendmenos de fision y fusién apreciables con témide microscopia confocal
(Karbowski y colbs., 2003; Nisoli y colbs., 2004).

La mitocondria presenta una estructura con dos adgimpentos bien definidos,
matriz y espacio intermembranal, delimitados pos dembranas, interna y externa,
con caracteristicas morfoldgicas y funcionales biggrentesffgura 1). En la matriz se
localizan varias copias del genoma circular mitokc@h (herencia de su pasado
procariota), ribosomas, mas parecidos a los ddadaterias que a los de las células
eucariotas, y numerosos complejos multienzimatemesarios tanto para las funciones
energéticas, como para la expresion y la replicad® genegGray, M.W. y colbs.,
1999).EIl espacio intermembranal tiene un menor contepidteico, en él se localizan
las enzimas que median el transito de sustanciie &n matriz mitocondrial y el
citosol. Del mismo modo, sus membranas presentahiéa diferencias significativas.
La membrana externa, a diferencia de la internabydd a la presencia de la proteina

porina (DePierre, J.W. y colbs., 197¢pnocida en la actualidad como canal aniénico
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dependiente de voltaje (VDAC), es permeable, ericanes fisioldgicas, al paso de
iones y de metabolitos con pesos moleculares aréia 6000 Dalton®&demas posee
enzimas que transforman los sustratos lipidicodoemas que posteriormente son
metabolizables en la matriRemmen y Richardson, 2001)a membrana interna,
caracterizada morfoldgicamente por presentar unagjinaciones denominadas crestas,
presenta multitud de complejos enzimaticos (los mmmentes de la cadena
transportadora de electrones, la ATP sintasa) yeprasque regulan el paso de
metabolitos (como el transportador de nucleodtidos ddenina), resultando
especialmente impermeable a ionka. cardiolipina es el fosfolipido mas abundante,
sblo se encuentra en esta membrana y es neceaaaiglpcorrecto funcionamiento y
estructura de la mitocondr{&astre y colbs., 1999)esta implicada en la supervivencia
celular (McMillin 'y Dowhan, 2002). Ademas posee fosfatidilcolina vy
fosfatidiletanolamingRemmen y Richardson, 2001 composicion en acidos grasos
del total de lipidos mitocondriales es similar aglae se encuentra en la célula en
conjunto, si bien como regla general, se puedmafique las cadenas de acidos grasos
insaturados son superiores en mitocondria en cauoldar con el resto de fracciones

celularegyDaum, G. y colbs. 1986).
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e . I
Membrana Cristae Membrana ATP sintasa
Cristas Interna

Figura 1: Estructura mitocondrial
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Su funcion principal es la sintesis de ATP a tralgldransporte electronico y la
fosforilacién oxidativa conjuntamente con la oxidacdel acetil-CoA por el ciclo del
acido tricarboxilico y el catabolismo de acidossgsa por lap-oxidacion, parte de
reacciones de biosintesis de pirimidinas y de ggui@mnos, asi como la transcripcion, la
traduccion, y la replicacion del ADNmt que tambiéenen lugar fuera de la
mitocondria. Ademas de la produccién de energia,miocondrias son también la
principal fuente intracelular y el blanco inmedidi® las especies reactivas del oxigeno
(EROSs), que se generan continuamente como conseaud la oxidacion procedente
del O, en la respiracion mitocondrial. Otra funciéon impote de la mitocondria es
modular en determinada circunstancias la iniciacyorejecuciéon de la apoptosis
desempeiando un papel clave en la determinacitanvdda y la muerte celuldtee &
Wei, 2000).

En mamiferos, cada célula contiene entre variogenares a mas de mil
mitocondrias. El tamafo, la forma, y la abundandé& este microorganulo varia
draméticamente entre diversos tipos de células gdgu cambiar bajo diversas
situaciones energeéticas, fisiologicas y/o ambiestdla abundancia de mitocondrias en
una célula, determinada por la biogénesis y lasiimi(Attardi & Schatz, 1988)es
controlada por la activacion de los factores esigesi de la transcripcion y vias de
sefalizacior{Attardi & Schatz, 1988; Moyes & Hood, 2003).

1.2- Genética Mitocondrial

Las mitocondrias se distinguen de otras organelataces de mamiferos porque
poseen su propio material genético, ADNmt, y sgpacas de sintetizar un conjunto
pequefio pero vital de proteinas.

El ADNmt de rata wistarattus norvegicusgs una molécula pequefia, circular,
de doble cadena y de 16.3 KB de longitfigufa 2). Contiene 37 genes, que codifican:
2 ARNrs ribosomales (ARNTrs), 22 de transferencia®RNARNTts), y 13 polipéptidos.
Los 13 polipéptidos codificados por el ADNmt sonmpmnentes de la cadena
respiratoria y de la fosforilacion oxidativa e imptn 7 subunidades del complejo |
(nicotinamida adenina dinucleétido ubiquinona orxétluctasa [NADH-CoQ)]), 1
subunidad del complejo 11l (citocromo c oxidoredisa de CoQ), 3 subunidades del

complejo IV (citocromo ¢ oxidasa), y 2 subunidadet complejo V (ATP sintasa).

11
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Estos 4 complejos también contienen aproximadam&nteibunidades codificadas por

el ADN nuclear que son importados del citoplasreraitocondria.

ARNr 128

HD5
NDI
1 5
™M H
ND2
ND4
)’ ND 4L
D COX 111
K  ATPasa
COX 11
Bl ATP asa B Complejo I [ | ARNt

B citocreme d [l ComplejoIv [ ARN r

Figura 2: Representacion esquematica del genoma mitocondrial

La genética del ADNmt presenta una serie de cafaitas que la diferencian de la del

ADN nuclear:

» Herencia Materna:El ADNmt se hereda exclusivamente por via mateyaa,
que todas las mitocondrias son aportadas por @éoodr lo tanto, la mayoria
de las mutaciones puntuales del ADNmt maternaksedan.

* Heteroplasmia y efecto umbrak diferencia de los genes nucleares, en los que
cada uno consiste en un alelo materno y uno patsomocentenares o millones
de copias del ADNmt las que contiene cada célulsi, Auando hay una
mutacion perjudicial, tanto ADNmt normales comonsf@armados pueden
coexistir dentro del mismo tejido, condicion comacicomo heteroplasmia. La
situacion de individuos sanos, cuando todos los Ai\son idénticos, se llama

homoplasmia. Las mutaciones no perjudiciales delN&D (polimorfismos

12
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neutrales) son homoplasmicas, mientras que lascioots patdgenas estan
generalmente, aunque no siempre, en forma hetsrofga. Un nimero minimo
de ADNmt transformado debe estar presente antés disfuncion del tejido y
de que las menifestaciones clinicas lleguen asdemtes (efecto umbral). Los
tejidos con alto requerimiento para el metabolisemergético oxidativo, tal
como musculo esquelético, corazén, y cerebro, niamabrales relativamente
bajos y son particularmente vulnerables a las nartas del ADNmt. Los
niveles relativamente bajos de ADNmt transformagoeden afectar a la
capacidad respiratoria de estos tejidos, y lossalhveles pueden ser
devastadores. Por lo tanto, no es sorprendentéaquayoria de los desérdenes
del ADNmt sean encefalomiopatias, que afectan stuimle el cerebro y el

musculo.

» Segregacion Mitoticakn la division celular, la proporcion de ADNmt maiba
en células hijas puede variar debido al fenomendadeegregacion mitotica.
Cuando el umbral patégeno para un tejido en péati@s excedido, el fenotipo
puede cambiar. Asi, en un paciente que sea hedsroo para una mutacion

patogena, el fenotipo clinico puede cambiar durahterrso del tiempo.

1.3- Bioenergética Mitocondrial

En condiciones aerdbicas, la fosforilacion oxidatacoplada a la transferencia
electrénica a través de la cadena de transportdedgones (CTE) es responsable de la
produccion del 90-95% del ATP que genera la cBlalachev, 1999).a CTE tiene
como mision oxidar los equivalentes reductores (MAD FADH,) generados en la
glucolisis y lap-oxidacion, que proviene de la oxidacion de los@pios inmediatos.

El flujo de electrones generado se canaliza enci@aes redox con los diferentes
complejos multienziméticos de la CTE, con el ox@emolecular como aceptor final.
La reduccion del oxigeno es el paso final que sdizee por la citocromo oxidasa,
acompafnado del aporte de protones proveniente a®béo que se establece en
diferentes puntos de la CTE. La energia que seupeodn estas reacciones genera un
potencial eléctrico y un gradiente de pH a travedadmembrana interna. La energia

libre de estos procesos se utiliza para bombeaprimenes desde un lado a otro de la

13
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membrana en tres lugares especificos de la cageh@radiente electronico resultante
se utiliza para sintetizar ATP mediante el comple ATP sintasa. Durante este
proceso el ADP es fosforilado a ATiRy(ra 4 y 5) (Mitchell, 1961; 1966)

La CTE esta compuesta por cinco complejos enziogtycdos moléculas que actuan
como nexo de unién o lanzadera (coenzima Q o ulmeai y citocromo c|Saraste,
1999)

- Complejo | (NADH ubiquinona (CoQ) oxidorreductasas el complejo mas
voluminoso de la CTE con un tamafio aproximado d&KDa. EI complejo |
cataliza la transferencia de electrones desde EH\A la ubiquinona ligado a la
translocacion de protonéBriedrich y cols.. 1995)En mamiferos el complejo |
contiene 42 o 43 subunidades diferentes (25 palipgt de los cuales 7 estan
codificados por el ADNmt) en una estequiometriadebtodo establecida, un
flavin mononucleétido, siete u ocho centros Fe{Brelites de naturaleza no
hémica, lipidos unidos covalentemente fundamentgasa su actividad
catalitica y tres moléculas de quirf@Valter, 1995; Saraste, 1999\ traves de
técnicas de microscopia electronica de particuiaples se ha revelado que el
complejo | se dispone en una estructura en L co® dlaminios grandes
separados por un collar fino. Un brazo de la estracse encuentra inmerso en
la membrana mitocondrial, mientras que el otro frandentro de la matriz
(Schulte y cols.. 1994; Guenebaut y cols,. 1998asa, 1999) El brazo
periférico, que incluye un mononucleétido de flavinal menos 4 centros Fe-S,
forma la fraccion NADH deshidrogenasa. El brazodana la membrana
contiene las siete subunidades codificadas poD&lrAt, uno o dos centros Fe-
S, y constituye la fraccion ubiquinona oxidoredsat@dofhaus y cols,. 1991;
Schulte y cols., 1994)Funcionalmente, un déficit o bloqueo a nivel del
complejo | (con rotenona, por ejemplo) impide laidaxion del NADH,
mientras que la oxidacién del FARIgenerado en la reaccidon de la succinato

deshidrogenasa, no se ve afectada porque estadoguinel complejo |l.

- Complejo Il (succinato ubiquinona oxidoreductasag:un componente del ciclo
de Krebs y participa en la CTE transfiriendo elmofs desde el succinato al

“pool” de ubiquinona. No transloca protones al egpantermembrana y, por

14
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tanto, tan sélo suministra electrones a la G3&raste 1999)Contiene cuatro
polipétidos y es el Unico que no posee subunidadésicadas por el ADNmt.
Estructuralmente se puede dividir en dos frac@porea soluble formada por la
succinato deshidrogenasa (SDH) y otra que sirveocantlaje a la membrana.
La SDH a su vez, esta formada por dos subunidadea: subunidad
flavoproteica (70 kDa), que contiene el sitio dedonal succinato y otra
subunidad compuesta por tres centros Fe-S (30 Ka)SDH se une a la
membrana interna mediante dos polipétidos (15 k&) que contiene un
grupo hemo (citocromo b 558); estas dos proteinasngcesarias para la union
con la ubiquinongAckrell y cols,. 1992; Saraste, 199%)e forma similar al
complejo I, un déficit o bloqueo del complejo Ibfcmalonato, por ejemplo) se
caracteriza por una disminucién de la oxidaciotodesustratos dependientes de
FADH,, como el succinato, y una oxidacion normal dedos dependen del
NADH, como malato, glutamato o aspartato.

- Complejo Il (ubiquinol citocromo c oxidorreductgsatransfiere electrones
desde el ubiquinol hasta el citocromo c. Esta tiéaae oxidacion-reduccion va
acoplada a la generacion de un gradiente de pt@rimavés de la membrana
interna por un mecanismo conocido como el “ciclo(@umpower, 1990)Asi,
el ubiquinol, un compuesto liposoluble con granusiibn lateral en la
membrana, acopla la reaccion de oxidacion-reducedta protonacion y
desprotonacion. Estas dos reacciones estan topatignte organizadas, de tal
manera que la oxidacién del ubiquinol conduceaaigporte activo de protones a
través de la membrana inter(araste, 1999)Esto requiere dos sitios activos,
uno para la oxidacion del ubiquinol y liberacion gletones en la superficie
externa de la membrana interna,XQ otro para la reduccién de la ubiquinona
acoplada a la captura de protones desde el lagonanto matricial de la
membrana interna (@ Este mecanismo requiere que los electrones sean
transferidos desde el sitio,Q@l sitio Q (Saraste 1999)Estructuralmente, el
complejo 1l de mamiferos contiene 11 subunidadesy solamente tres de ellas
llevan centros redox los cuales son usados enHraeceacion de la energia:
Estas tres subunidades tienen sus correspondiéot@slogas en bacterias

(Saraste 1999)Las subunidades claves son: el citocromo b, gideceslificado

15



Antecedentes Bibliograficos Capitulo Il

por el ADNmt(Anderson y cols 198Y que tiene 8 hélices transmembranas y
dos grupos hemo entre la hélgg y; una proteina Fe-S anclada a la membrana
con un centro tipo Rieske (&); y un citocromo ¢ anclado a la membrana
(Saraste 1999)La funcion del resto de subunidades no se coiadams y
Turnbull, 1996)aunque algunos experimentos realizados en levadndican
gue desempefian un papel en el ensamblaje del gonyppmsiblemente en la
regulacion de su actividad, mientras otros experiogeapuntan a que podrian
estar implicadas en la importacion de proteifBsun y Schmitz, 1995),
sugiriendo una multifuncionalidad del complejo IRor tanto, el sitio Qes
localizado entre la proteina Fe-S y el citocromodycano a la cara externa de la
membrana interna, y el sitio,Qunto al citocromo b, en la cara matricial de la
membrana internéSaraste 1999)Los dos grupos hemo del citocromo b tienen
diferentes potenciales redox, localizandose & §iticerca del grupo hemo con
bajo potencial y el sitio Qcerca del grupo hemo con alto potencial. Esta
propiedad es aprovechada para generar parte derzafproton-motriz con el
paso de electrones a través de los sitigy Qi. En conjunto, este mecanismo
conduce a la traslocacion neta de dos protonesgua electron transferido al
citocromo c(Saraste 1999)Un bloqueo a nivel del complejo Il altera la
utilizacion de sustratos dependientes de NADH y RAD

4 H*

QH, «

M | complex

./"

2H
Figura 3: Ciclo Q
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Complejo IV (citocromo c oxidasa o COXataliza la transferencia de cuatro
electrones desde el citocromo c hasta el oxigenkeawlar. Su sustrato, el
citocromo c, es una hemoproteina soluble en ageaaguoa electrones en el lado
citoplasmatico de la membrana interna. Estos eleet son tranferidos al sitio
activo, el cual contiene hierro y cobre que sordasgara reducir el £a dos
moléculas de agua, en un ciclo que incluye varitemediariofSaraste 1999).
Los protones necesarios para esta reaccion somiddde de la matriz
mitocondrial a través de dos canales. Estos misranales son utilizados para
bombear un protén por cada electrén que atraveeseembrangSaraste 1999).
Estructuralmente, la citocromo oxidasa contiene siBunidades. Las tres
mayores (I, Il, 1ll), codificadas por el ADNmt, ést asociadas al grupo
prostético y realizan las funciones cataliticag yodmbeo de protones. Las otras
diez subunidades mas pequefias rodean a las aggeyiestan codificadas por el
ADN nuclear. La estructura tridimensional de la C(IXukihara y cols, 1995,
Iwatta y cols, 1995ha permitido establecer sus caracteristicas lmgick
localizacion precisa de los lugares de union a lewtd.a transferencia de
electrones de este complejo se inicia con la udé@ritocromo ¢ a la subunidad
Il en la parte externa de la membrana. Esta subdnodntiene el centro de
cobre bimetalico (CuA). Los electrones pasan desdmcromo c al CuA, luego
al hemo a, y de alli al centro binuclear hemeCaB, desde donde pasan
finalmente al oxigeno. El hemo a, hemoyael CuB se encuentran ligados a la
subunidad | por seis histidinas. La subunidad dlaontiene centro redox y
parece desempefar un papel importante en el ersamiedl complejo IV
(Saraste 1999)Un bloqueo a nivel del complejo IV (por ejemplonccianuro)
tienen un efecto paralizante de toda la CTE. AderaBsxido nitrico (NO*)
parece tener un papel regulador de este comple)o tan situaciones
fisiol6gicas como fisiopatoldgicas.

Complejo V (B-F1-ATP sintasa):.es una enzima funcionalmente reversible ya
gue a partir de ADP y Pi puede sintetizar ATP zaitido el gradiente protdnico
generado en el espacio intermembrana interna oepbeattolizar ATP para
bombear protones en contra de un gradiente eledimbcp. Contiene 16

proteinas diferentes (dos codificadas por ADNmon ain peso molecular
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superior a los 500 kDa. Esta formada por dos foaes, §y F;, unidas por un
pedunculo formado por dos estructuras paral@asaste 1999)La fraccién Fo
esta unida a la membrana y actiia como un canabtiengs. La fraccioni-que
penetra en la matriz, es la porcion cataliticaalernzima y esta formada por
cinco subunidades diferentes, (3, v, 8, €) en una estequiometria 3:3:1:1:1
(Saraste 1999).as subunidadesy p son homologas y ambas unen nucleétidos,
aunque solo I8 tiene actividad catalitica. Por tanto, hay tregsiactivos
dentro de la fraccion catalitica, y acorde al meraa de intercambio y fijacion
deBoyer (1993 y 19979ada sitio pasaria por un ciclo de tres estadesetifes
(“abierto”, “relajado” y “cerrado”, que correspomde& un estado vacio, un
estado con ADP y Pi unido y a un estado con ATElaunespectivamente). En
un momento dado los tres sitios estan en difereggtslos. Se ha demostrado
gue la formacién de ATP no requiere energia unaguez el sustrato ha sido
separado de la solucién acuosa, sino que la ersggiequiere para la unién del
sustrato y liberacion del ATEBoyer, 1993; Boyer, 1997; Saraste, 1998h
apoyo del mecanismo propuesto Bmyer (1997)se ha descrito una asimetria
intrinseca de la enzima que sugiere que la enzipggaopor medio de una
catdlisis rotacional. Sin embargo, aun quedan cunest por resolver sobre el
funcionamiento de este mecanis(®araste 1999).

Transportador ESPACIO
de H transmembrana INTERMEMBRAMNA

Membrana
Mitocondrial
Interna

10 nm

Figura 4: Complejo V Cadena de Transporte de Electines
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1.4-Biogénesis Mitocondrial y Especies Reactivas Deridas del

Oxigeno

La mitocondria es la principal fuente suministradole energia en células de
mamiferos. Cuando se produce una deficiencia &migon respiratoria mitocondrial,
bien por envejecimiento o bien por exposicion exees® un estrés ambiental, las
mitocondrias se activan para proporcionar la eaengécesaria con el fin de reparar y
eliminar el dafio de componentes celulares. Derast#n, algunas sefiales (como por
ejemplo, HO,) son transmitidas al nucleo, por las cuales lal@épuede parar el
crecimiento e inducir la proliferacion mitocondrigl la amplificacion del ADNmt
siendo el objetivo producir mitocondrias mas funeles. Después de que el dafio sea
reparado o eliminado con eficacia, la célula puealger a entrar en el ciclo celular
reasumiendo un crecimiento normal. Sin embargel, gafo persiste demasiado tiempo
o0 si es demasiado severo para ser reparado, lasamdrias podrian detectar e integrar
el estrés extracelular o extra-mitocondrial y gansefiales que conducirian a la célula
a un proceso irreversible de muerte celldsin-Chen Lee & Yau-Huei Wei, 2005)
Mientras que el papel de la mitocondria en la gaeién de ATP por el metabolismo
aerobio ha sido establecido desde hace més de msagd®m su implicacion en la
apoptosis ha sido reconocida hace menos de 15 &fogapel de la biogénesis
mitocondrial y del mantenimiento del ADNmt en lateteninacion de la vida o la
muerte de células mamiferas bajo estrés oxida@vad tomando relevancia en estos
altimos afios. La elucidaciéon de los cambios en @hero y la funcion de la
mitocondria y del ADNmt dentro del proceso de respa al estrés para sobrevivir o
morir debe ser de gran importancia para una megonpeension de la funcion

mitocondrial en células mamifer@dsin-Chen Lee & Yau-Huei Wei, 2005).

1.5- Funcion Mitocondrial y Grasa de la Dieta

El tipo de grasa de la dieta condiciona de mansrpoitante numerosos
parametros bioquimicos asi como la funcionalidad lalenembrana mitocondrial
(Mataix, J. y cols. 1998Quiles, JL. y cols. 1999alLa importancia del tipo de acidos
grasos de la dieta reside en el hecho de que labraem mitocondrial (y en general

todas las membranas biologicas) es capaz de adaptmmposicion de los acidos
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grasos de sus fosfolipidos a la grasa ingeridaea mayoritariafluertas, JR. y cols.
1991a; Quiles, JL. ycols. 1999b; Ochoa-Herrera, JJ. y cols. 2DOEs un hecho
conocido y ampliamente demostrado, que la composien acidos grasos de la dieta
determina en mayor o menor grado la composicidacatos grasos de las membranas,
o lo que es igual, su nivel de insaturacion vy, famto, su distinta vulnerabilidad a la
peroxidacion lipidica y todo lo que ella traiga sign. De este modo, si un individuo
ingiere grasa saturada de forma mayoritaria, susbrenas seran mas ricas en acidos
grasos saturados que las de otro individuo cuyatdéugrasa mayoritaria sea insaturada.

Por otro lado, han sido descritos de forma contotedeOmo se producen
adaptaciones del sistema de transporte electrdnitazondrial en relacién al tipo de
grasa de la dieta, con mayor o menor repercusibresios diversos complejos del
sistemalfuertas, JR. y cols. 1991b; Quiles, JL. y cols.22@xattino, M. ycols. 2002

Ademas, el estrés oxidativo esta relacionado camaposicion lipidica de las
membranas bioldgicas, de modo que una fuente gBasaturada (aceite de girasol,
por ejemplo) generard& membranas mas susceptibldaial oxidativo que una fuente
saturada (grasa animal) o monoinsaturada (aceitdivdg, lo cual ha sido ampliamente
demostrado en numerosas situaciones fisiolégicagpatologicas y empleando
numerosos modelos animales y humar@ugilés, JL. y cols. 1999c; Ramirez-Tortosa,
MC. y cols.1999; Battino, M. y cols. 2002b; Ochoa-Herrera, yJols. 2002; Quiles,
JL. ycols. 2002a

Por tanto, el tipo de grasa de la dieta va a contac la funcionalidad y la
estructura mitocondriales asi como la susceptddlidie las mismas a ser dafiadas
oxidativamente. La longitud de la cadena de progiagade la peroxidacion lipidica en
membranas celulares depende de multiples factorge s que se encuentran la
proporcionlipido: proteinaexistente en la membrana (a mayor cantidad de ipegte
mayor probabilidad de reaccion de un radical cta),e} la presencia dantioxidantes
(Halliwell, B., Chirico, S. 1998 Por otra parte, la duracién y velocidad de deca de
peroxidacion, dependen directamente diegaturacion lipidica los acidos grasos mas
comunmente encontrados en membranas celularedeidmo(C18:2), araquidonico
(C20:4) y docosahexaenoico (C22:6), son potencidilsas del ataque por radicales
libres, lo que indica su mayor susceptibilidad comie aumenta el nimero de dobles
enlaces, por lo que acidos grasos monoinsaturadss) como el oleico (C18:1) son

relativamente resistentes al deterioro por ERGsyalmdos grasos saturados (AGS) sélo
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son oxidables bajo condiciones extrem&hgeseman, KH. 1983Los resultados
obtenidos estan de acuerdo con las argumentacéxpegstas anteriormente, y en este
sentido, es evidente que el ciclo de propagacioradgeroxidacion lipidica en las
membranas, aumenta segun lo hace el grado de rmsatu lipidica, estando limitada
por la mayor o menor disponibilidad de dichos lgsidDe hecho, en estudios realizados
in vitro, se ha demostrado que por cada acido graso manamiado que se peroxida, lo
hacen 40 diinsaturados, 80 triinsaturados y 1l16@aitesaturados Sevanian, A.,
Hochstein, P. 1985 Asi pues, al ser mayor la peroxidacion en sisteai@snente
insaturados, contribuye de forma significativa a leacciones de propagacion y
multiplicacion de los radicales libres en la pedaxion global de la membrana.

Ademas, los peroxidos formados como producto dpel@xidacion lipidica,
podrian continuar a lo largo de diversas vias niéitds hasta la formacion de
peréxidos ciclicos, lo que requiere que estas r@aes se realicen sobre acidos grasos
gue contengan dos o mas dobles enlaces que pelmitamhacion. En el caso del acido
oleico, esta reaccion no se puede producir ya queeguiere como se ha dicho, un
namero minimo de dos uniones insaturadas. Una \&xz, Bl menor o mayor dafio
oxidativo que provoque la generacién de radicabeed va a depender de dos factores
directamente relacionados con la dieta:

* El grado de insaturaciéon de las membranas, espemi& la mitocondrial, que
como ya se ha indicado repetidamente, esta inflado@or la distinta insaturacion
de los acidos grasos alimentarios;

* La capacidad antioxidativa celular, que a su veabtén depende del aporte de

componentes antioxidantes alimentarios.

2. ESTRES OXIDATIVO DE ORIGEN MITOCONDRIAL

2.1- Fuente Mitocondrial de Especies Reactivas Derivadatel Oxigeno

El estrés oxidativa@s definido como un desequilibrio que favoregerteduccion
de ROS frente a las defensas antioxidantes. La ri@agte los ROS son productos de la
respiracion mitocondrial. Aproximadamente entre 14#2% del oxigeno molecular
consumido durante la respiracion mitocondrial sevisote en radical superoxido. La

reduccion monovalente del oxigeno molecular produceintermedio relativamente
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estable, el anion superoxido (@) que se puede catalogar como el precursor de la
mayoria de los ROS. Esta reaccion es termodinangictniavorable para la mayoria de
las oxidoreductasas mitocondrialésurrens JF., 2003).La cadena de transporte
electréonica mitocondrial contiene varios centrodorepor los que pueden escaparse
electrones siendo captados por el oxigeno molecslariendo ésta como fuente
primaria de la produccién de superéxido en la miayde los tejidogAndreyev AY y
colbs., 2005).

A pesar de la presencia de varios antioxidantes grizimas antioxidantes, las
mitocondrias parecen ser la fuente intracelular m@sortante de ROS. Segun una
valoracion, la concentracion en estado de repok@geen la matriz mitocondrial es
aproximadamente de cinco a diez veces superiorequel citosol o en el espacio
nuclear(Cadenas E y colbs., 200Q)a dismutacion de los aniones superoxido por la
superoéxido dismutasa da lugar a la produccion g8 H a interaccion subsecuente del
H,0, y del Q@ en la reaccion de Haber-Weiss, o la fision dgdHlirigida por eFe'o
Cw;" en la reaccion de Fenton, puede generar el radidedxilo altamente reactivo y
toxico. Ademas de la cadena respiratoria, la momoanoxidasa (MAO), una
flavoproteina localizada en la membrana mitocohdeaterna, es otra fuente
mitocondrial importante de ROS, particularmente Hig,. La MAO cataliza la
desaminacion oxidativa de aminas arométicas prasgtnto con diaminas de larga
cadena y aminas ciclicas terciarias, y es una duemantitativa importante de,Gh.
Dado que el KD, atraviesa facilmente la membrana mitocondrialMAO puede
contribuir a un aumento en las concentraciones@® Bentro de la matriz y del citosol

mitocondrial.

2.2-Sistema de Defensa Antioxidante

2.2.1.- Generalidades

Cantidades pequefias de especies reactivas de oXi§&8), como radicales
hidroxilo (HO), aniones superéxido () y peréxido de hidrégeno ¢B,), son
generados constantemente en organismos aerobiesmnesta a estimulos externos e
internos(Lee Y y colbs., 1998)0s niveles bajos de ROS pueden ser imprescirgéie
un gran namero de procesos, incluyendo la sef@izamlular(Schulze-Osthoff K y
colbs., 1997 modulando el equilibrio entre la proliferacioro yapoptosis celular
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(Vogt M y colbs., 1998), la inmunidadSun J y colbs., 1998) la defensa contra los
microorganismos(Lee Y y colbs., 1998En cambio, las altas dosis y/o la pobre
actuacion de los mecanismos de defensa antioxidantéugar a una situacion de estrés
oxidativo, que podria originar dafios metabdlicoseses a las macromoléculas
bioldgicas y malfuncionamiento de las misrfidedias F y colbs., 1998).

La prevencion de la peroxidacion lipidica es uncpso esencial en todos los
organismos aerobios, pues también los productds geroxidacion pueden dafar al
ADN. La peroxidacion lipidica creciente y la dismamon de la proteccion antioxidante
ocurre con frecuencigTampo Y y colbs., 1998)os epOxidos pueden reaccionar
espontdneamente con los centros nucleofilicosarekily unirse de modo covalente al
ADN, ARN vy proteinas. Tal reaccion puede conducitaacitotoxicidad, alergia,
mutagenicidad y/o carcinogenotoxicidad, al depengelas caracteristicas del epoxido
en cuestion. Por otra parte, los acontecimientadatixos pueden desempefiar un papel
importante en el mecanismo de accion de los lipigda oxidabilidad de los mismos
puede contribuir a la sensibilidad celular anteedeinadas droga@Vagner B y colbs.,
1998).

Existe una amplia gama de defensas antioxidant@séticos y no-enzimaticos,
incluyendo la Superéxido Dismutasa (SOD), la GiataPeroxidasa (GPX), la Catalasa
(CAT), el Glutation (GSH), eB-Caroteno (vitamina A), el Acido Ascorbico (vitarain
C) y ela-tocoferol (vitamina E), etMataix J y colbs., 1998).

2.2.2.- Mecanismos de Defensa Antioxidante

2.2.2.1. Mecanismos de Defensa Primarios

Los antioxidantes primarios previenen la formaciim nuevas especies de
radicales libres. Actuan detoxificando los radisaliores (0 especies que pueden
generarlos) convirtiéendolos en moléculas menosndafiio impidiendo su formacion:
SOD, glutation peroxidasa y catalasa son los pales mecanismos de defensa

primarios.

a) Superoxido Dismutasa

La Superdxido Dismutasa es una enzima que cafalidesmutacion del radical

superoxido convirtiéndolo en peroxido de hidréggne a su vez puede ser eliminado
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alternativamente por las actividades de la CAT dad&PX. La SOD convierte el

radical altamente reactivo del superoxido,®Fmnenos reactivo.

0, +0O,"+2H  SOD KO, + O,

Han sido identificadas cuatro clases de SOD, c@rido un Cu-Zn dinuclear, o los

cofactores mononucleares del Fe, del Mn o de(Whittaker M y colb., 1998)En

células humanas, hay tres isoformas de SOD: Cu@d-fitosodlica, Mn-SOD
mitocondrial, y la SOD extracelular (EC-SO@®)ajima H y colbs., 1998).

Mn-SOD mitocondrial

La importancia biolégica de la Mn-SOD fue demostrahtre otras razones por las

siguientefMajima H y colbs., 1998

1) la inactivacién de los genes de la Mn-SODEertoli aumenta la frecuencia
de mutaciones cuando esta creciendo bajo condeme®bias.

2) La eliminacion del gen edaccharomyces cerevisiaementa su sensibilidad
al oxigeno.

3) La carencia en la expresion en ratones knock-detla Mn-SOD da lugar a
una cardiomiopatia.

4) El factor de necrosis tumoral (TNF) induce s@amente la Mn-SOD, pero
no el mMRNA de la Cu/zZn-SOD, de la CAT o de la GRXwarios tejidos y

cultivos celulares de raton.

5) La transfeccion del ADNc de la Mn-SOD en culsveelulares hizo a las
células resistentes al paraquat, TNF e indujo wifoidad a la adriamicina, y
transformacion neoplasica inducida por la radiacién

6) La expresion de la Mn-SOD en ratones transgénicotege contra la lesion
pulmonar inducida por el oxigeno y la cardiotoxaad inducida por la

adriamicina.

Asi, la expresion de la Mn-SOD es esencial pasaeervivencia de la vida aerobia y el

desarrollo de la resistencia celular a la toxicideatliada por radicales del oxigeno.
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« Cu/Zn- SOD citosélica

Estudios recientes en ratones knock-outs de la B&Drevelado que la Mn-SOD es
esencial para la vida mientras que no lo es la €&@D. Ratones Cu/Zn-SOD knock-
outs se presentan como normales y exhiben difa®ifieente al wildtype solamente
después de una lesién traumatica, mientras quekrosk-outs de la Mn-SOD no

sobreviven mas alla de 3 semanas de @dadume Ay colbs., 1996).

¢ SOD-EC Extracelular

La SOD-EC, no es inducida por su substrato u otnagantes (xantina oxidasa,
hipoxantina, paraquat, pirogallel;nafto-flavona, hidroquinona, catecol, iones dg Fe
iones de Ci, sulfoximina del butionina, dietiimaleato, t-bbtdroperéxido, cumeno
hidroperéxido, selenita, citiolona y alta presi@rgial de oxigeno) y su regulaciéon en
tejidos de mamiferos ocurre sobre todo de formardioada por citocinas,
preferentemente como respuesta de células indieslua oxidantegBuschfort C y
colbs., 1997).

b) Catalasa

La catalasa es una de las enzimas de mayor acticii@ocidas. Es tan activa
que no puede ser saturada peDka ninguna concentraci¢hledias F y colbs., 1998).
La CAT reacciona con #D, para formar agua y oxigeno molecular; y con lasatdtes
de H (metanol, etanol, acido férmico, fenol...) usatddmol de perdxido en una clasica

actividad peroxidasa:

2 H,0; CAT 2D+ O

ROOH+ AH2 _ CAT | HO + ROH + A

Aungue la CAT no es esencial para algunos tipadarels en condiciones normales,
ésta juega un papel importante en la adquisiciotadelerancia al estrés oxidativo

como respuesta adaptativa de las cél@tsnt C y colbs., 1998)El aumento de

26



Antecedentes Bibliograficos Capitulo Il

resistencia a la adriamicina de células enriquscida catalasa se atribuye a la
capacidad de la catalasa en células de preveriordumo de @inducido por el
xenobidtico. Asi, el KD, es capturado antes de que pueda escapar de la gélu
convertido en @ De esta manera, la catalasa puede mantener ¢ardoscion de ©
para repetidos circulos de reducciones quimicaara |a interaccion directa con el
xenobiotico(Speranza M y colbs., 1993).

c) Glutation Peroxidasa

La glutation peroxidasa contiene selenio que escese para su actividad
enzimética. Comparte sustrato con la catalasa, @&lgmmede reaccionar de modo
efectivo con tejidos y otros hidroperoxidos orgésiccatalizando la reduccion de
diferentes hidroperéxidos (ROOH vy ,Bb) usando glutaion reducido (GSH),

contribuyendo a la proteccion de células mamifeoatra el dafio oxidativo.

ROOH + 2 GSH— ROH + GSSG + kD

Hay por lo menos cinco isoenzimas de GPX encordgradanamiferos. Aunque
Su expresion es ubicua, los niveles de cada isaforanian dependiendo del tipo de
tejido. La glutation peroxidasa citosélica y mitadaal (GPXc o GPX) reduce los
hidroperéxidos de acidos grasos y eDpla expensas del glutation. La GPs€ localiza
en el citosol y en la fraccion de membrana. La GBX predominante en eritrocitos,
riion, e higado, y la GRXse expresa altamente en células epiteliales ye®nha
GPX; citosdlica y la GPX extracelulares son mal detectadas en la mayoribde
tejidos a excepcion del aparato gastrointestindelyriidn. Recientemente, un nuevo
miembro, la GPX expresada especificamente en el epididimo de&,ra® selenio-
independient¢De Haan J y colbs., 1998).

Aunque la GPX comparte el substratgOzl con la catalasa, solamente puede
reaccionar con eficacia con lipidos y otros hidrégielos organicos. El ciclo redox del
glutation es una fuente importante de protecciontraoniveles bajos de estrés
oxidativo, mientras que la CAT llega a ser masifgativa en la proteccion contra el
estrés oxidativo agud@¥an H y colbs., 1997En células animales, y especialmente en
eritrocitos humanos, durante mucho tiempo la GPXsida considerada la enzima
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antioxidante principal para la desintoxicacion #BlD,, pues la catalasa tiene una
afinidad mucho mas baja por el®4 que la GPXlzawa S y colbs., 1996)

2.2.2.2.- Mecanismos de Defensa Secundarios

En general los antioxidantes secundarios son pos&src no enzimaticos que
intervienen cuando hay sobreproduccién de espeptastivas y los sistemas
enzimaticos estan desbordados, previniendo asfeksciones en cadena. Entre los
pricipales se encuentran: el glutation, tocofeaal, ascorbico, coenzima Q, ac. Urico,

bilirrubina, albumina, polifenoles, etc.

a) Glutation

El glutation es un tripéptido constituido por lowiaoacidos: glicina, cisteina y
acido glutdmico. Es un antioxidante intracelularapp cual usa el grupo tiol de la
cisteina como agente reductor. El glutation esnatée abundante en citosol (1-11
mM), ndcleo (3-15 mM), y mitocondria (5-11 mM) y &$ antioxidante soluble
principal de estos compartimientos celula(ekarsella, R., y colb., 2005 a forma
reducida del glutation es GSH y la forma oxidade&SGSGeneralmente, la capacidad
antioxidante de los compuestos tioles es debidtoato de azufre que puede facilmente
adaptar la pérdida de un unico electfiaroui, H y colb., 1996)Ademas la vida media
del radical generado (GSe), es mayor que la viddiande muchos otros radicales
generados durante el estrés. La reaccion del gintabn el radical R puede ser

escrita como:

GSH + Re— GSe + RH

Estos radicales generados pueden dimerizarse yafoen producto no radicalario,
glutation oxidado (GSSG):

GSe + GS+— GSSG

El glutation oxidado GSSG se acumula dentro decklslas y el cociente

GSH/GSSG es una buena medida del estrés oxidagvordanismo(Hwang, C., y
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colbs., 1992).Una concentracién demasiado alta de glutation dkidaSSG puede
dafar diferentes sistemas enzimaticos celulares.

El papel protector principal del glutation conttaestrés oxidativo es debido a
(Marsella, R., y colb., 2005}i) el glutation es cofactor de varias enzimasoxidantes,
como por ejemplo, la glutation peroxidasa (GPx);participa en el transporte 4cido a
travées de la membrana plasmética; (iii) retira a&dlical hidroxilo, eliminando el
peroxido de hidrégeno y los peroxidos lipidicos |@oaccion catalitica de la glutation
peroxidasa; (iv) puede regenerar los antioxidamtés importantes, vitamina C y E de
nuevo a sus formas activas; el glutation puedecieduradical tocoferol de la vitamina
E directa, o indirectamente, via la reduccion dehigdehidroascorbato a ascorbato.
Ademas el GSH protege a las células contra la apfiMarsella, R., y colb., 2005).
Puesto que el nivel de GSH es un importante fagtda proteccion contra la apoptosis,
la eficacia de la apoptosis inducida por anticageeios requiere el agotamiento de
GSH, facilitando asi el tratamiento del tumor.

b) Vitamina-E ¢-tocoferol)

Bajo el término de vitamina E se engloba un comude 8 nutrientes
liposolubles(Bjorneboe y Bjorneboe, 1990; Papas, 1998), los que, eb-tocoferol
predomina en muchas especies y es el de mayordactiioldgica. Su centro activo se
haya relacionado con el grupo 6-OH, mientras queota fitilo es la responsable del
transporte y de la retencion dentro de las membraitddgicagMcCay, 1885)Ha sido
sugerido que el cociente molar aproximado de vitanti frente a AG poliinsaturados
en la membrana es de 1:10@urton, 1989; Tappel, 1962).a distribucion de la
vitamina E parece no ser homogénea, se haya aaai@ad zonas mas fluidas cerca de
los AG poliinsaturadoG6mez-Fernandez y cols. 1989).

Niki en 1987sugirid6 que la vitamina E podia encargarse ddimairecion de
radicales en zonas mas externas de la membran@aoeetima Q en la zona interior
hidrofébica.

Los tocoferoles actian como antioxidantes biol&(@@appel, 1962; Murphy y
Kehrer, 1983; Gutteridge y Halliwell, 19943pnstituyendo gran parte de la capacidad
antioxidante liposoluble del plasma humano, deaaitios y en general de todas las

fracciones(Burton y cols, 1983)En consecuencia, una de las funciones biologicas
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principales del tocoferol como antioxidante radicasu papel neutralizador de radicales
libres. La velocidad de reaccion de los radicakr®xilo estan en el rango de 106 y 108
por mol/s, segun las condiciones experiment@éesic, 1981).

El tocoferol rompe la reaccion en cadena de peaaxidh lipidica debido a que
los radicales peroxilo reaccionan con otros lipidasna velocidad aproximada de 50
moles por segundo, mientras que con el tocofemacienan a 104 a 105 veces mas
rapido. Es probable, en relacién con la reversiagdide la formacion de radicales libres
de tocoferol, que el donador de hidrégeno sea $aduble y que el radical en cuestion
se elimine de la membrana hacia el compartimentosacde la célula.

Aunque este radical es lo suficientemente estaif@mara que no continle la
cadena de eventos poeroxidativos, es retiradaaelycreciclado mediante la accion de
dos posibles moléculas, el acido ascérbico y ehzoga Q(Littarru y Battino, 1994;
Lenaz 1998)La vitamina C interaccione con la vitamingftanco y Jenkinson, 1986;
Reddy y cols., 1982; Wefers y Sies, 1988),lo0 que el tocoferol debe estar presente en
las membranas bioldgicas para que el ascorbatejarioente a la lipoperoxidacion. Los
tioles también pueden reaccionar con los radic@esferoles para regenerarlos y de
forma inversa los tocoferoles también pueden repks radicales tiol.Burton y
colaboradores en 1983lemostraron que el GSH inhibia la peroxidacifidica en
microsomas purificados de higado, observando quéS#l tiene un efecto global
ahorrador de tocofergMurphy y Kehrer, 1983; Vifia y cols, 1993).

Los tioles diferentes al GSH, como el dihidroligmatin ditiol liposoluble y
potente reductor, inhiben la peroxidacién microsdittiiaenen Y Bast, 198§)ahorran
tanto tocoferol como el GSH. Es posible que el G8hiba enzimaticamente la
peroxidacion de forma que necesite tocoferol peroregenere; el GSH podria actuar
a través de la GPX unida a la membrana, que rddadaidroperoxidos fosfolipidicos
(Ursini y Bindoli, 1987) En ausencia de GSH, los hidroperdxidos se acumula
rapidamente por reacciones en cadena e impidiemeltagperoxidasa quede sin sustrato
(Ursini y Bindoli, 1987; Vifia y cols, 1993).

c) Vitamina C

La vitamina C o acido ascorbico, es un antioxida@eeneciente al grupo de
los antioxidantes hidrosolubles. Presenta la cdpdcide sufrir rapidamente dos
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procesos oxidativos monovalentes consecutivameate la formacion del radical
semidihidroascorbato como intermediario, radicktreamente no reactivo.

Este componente es capaz de interaccionar direstamaen @, OH, oxigeno
singlete, radicales centrados en el nitrogeno yekrsulfuro y radicales lipidicos
(Stadman, R.E., 1991; Buettner, G.R. y Jurkiewica,, 1995) siendo, por ejemplo,
mas eficaz en la prevencion de la oxidacién pop,Nfe la vitamina ESauberbich,
H.E., 1994).

Ademas, la vitamina C colabora con la vitamina Eegenerar al-tocoferol de
radicales tocoferoxilo en membranas biologicapggroteinagKojo, S., 2004; Carr,
A., 1999).

La mayoria de los estudi@s vivo demuestran una reduccion de los marcadores
de dafo oxidativo del ADN, de lipidos y proteinaspliés de la suplementacion con
vitamina C. Incluso en presencia de hierro, lanasiha C reduce mayoritariamente el
dafo oxidativo, a pesar de su conocido efecto prdaatein vitro (Podmore., 1.D.,
1998).

Recientes investigaciones indican la capacidadaddb ascorbico para regular
factores que influencian la expresion génica, lapagsis y otras funciones celulares
(You, W.C., 2000En muchas de ellas la vitamina C protege contradarte celular y
una proporcion importante de esta proteccion deyhdo a su capacidad antioxidante.

d) Coenzima Q

Entre los antioxidantes conocidos, cobra espetipbitancia el CoQ (CoQen
seres humanos), por ser el Unico antioxidanteilipofsintetizado normalmente por el
organismo(Appelkvist EL y colb,. 1994%u fuerte hidrofobicidad es debida a la larga
cadena isoprenoide en la posicion 6, que permitedercion de la molécula en el
bicapa fosfolipidica de la membrana.

La biosintesis de CoQ es particularmente complajadersson M y colbs.,
1994) El anillo de benzoquinona es sintetizado a patél aminoacido esencial
fenilalanina hasta el 4-hidroxibenzoato, mientras @ cadena isoprenoide es formada
por una via comun a la biosintesis del colesterdélydolicol. La biosintesis de CoQ
requiere la ingestion dietética de varios cofasoEs, por tanto, concebible que uno o

mas de estos factores puedan llegar a ser limitdva@ condiciones fisiologicas o
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patologicas(Appelkvist EL y colbs., 1994pudiendo asi, retrasar la biosintesis de la
ubiquinona e inducir un estado de deficiencia daitamna.

Ademas de su papel bioenergético, como componenta dadena respiratoria
mitocondrial, el CoQ es también un componente dealdena redox mitocondrial
(Crane FL y colbs., 1999¢uya funcién, entre otras, es la de regular etsxde poder
reductor generado por la glicolisis cuando se disye la respiracion mitocondrial
(Larm JA 'y colbs., 1994; Morré DM y colbs., 2000).

Como antioxidante, la forma reducida del CoQ adaliractamente sobre el
radical superédxido o indirectamente sobre los edég lipidicos(Beyer RE y colbs.,
1990; Ernster L y colbs., 1995kl ubiquinol también puede actuar junto con la
vitamina E {i-tocoferol) regenerando la forma activa del radioabferoxilo(Kagan V
y colbs., 1990, Ernster L y colbs., 1992).

La accion antioxidante del ubiquinol origina elicadl semiubiquinona. Esta especie
es convertida de nuevo a su forma antioxidantdgoarduccion, que ocurre a través de
la cadena de transporte de electrones mitocondsiamediante varias quinonas-
reductasas presentes en diversas fracciones esl(Wdialba JM y colbs., 1995; Beyer
RE y colbs., 1996; Takahashi T y colbs., 1995).

e) Polifenoles

Los compuestos polifendlicos constituyen uno de Wpsipos mayoritarios
comunmente presentes y ubicuos en plantas y repaesana parte importante de la
dieta mediterraneéRiceEvans, C.A., y colbs., 1996; RiceEvans, 12&chroeter,
H., 2001).Estos compuestos actan como antioxidantes inéadio en la oxidacion de
lipidos y de otras moléculas por la cesion del atale hidrogeno a los radicales
(Schroeter, H., 2001

ROQe + PhOH>ROOH+ PhO-.

Los intermedios radicales fenoxilo son relativareesstables, no iniciando
(propagando) demas reacciones radicalarias. Sirargmbbajo ciertas condiciones,
como por ejemplo una alta concentracion de antamties fendlicos, la presencia de

metales redox-activos (Cu, Fe) y un alto pH, puestenportarse como pro-oxidantes.
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f) Acido Urico

El &cido urico es el producto de la oxidacién ddifgoxantina y la xantina a
través de la xantina oxidasa y xantina deshidragge(8O y XDH). En tejido humano,
a causa de la carencia de urato-oxidasa, se acuowre producto final del
metabolismo de las purinds. vitro inhibe la generacién de OHependiente de metales
de transicion, ademas es un potente inactivadooxdgkno singlete, y atrapa radicales
peroxilo en fase acuosa, de modo mas eficaz quécidb ascorbico. El efecto
antioxidante del acido urida vivo depende directamente del nivel de alantoina, eno d

los productos de su oxidacion.

g) Otros antioxidantes

Al igual que el glutation otros amino&cidos preaanina actividad antioxidante,
como la cisteina y cisteamina que pueden provocar la reduccion de diversos
compuestos organicos por medio de la donacion detrehes desde los grupos
sulfhidrilos o como laaurina que puede reaccionar con el acido hipoclo{@smmero
Alvira, D. y colbs., 1992).

Existen otras moléculas como Hilirrubina , que reacciona con radicales
peroxilo y laglucosa la cual presenta una accion eliminadora del ehdiedroxilo
(Romero Alvira, D. y colbs., 1992; Ramoén, J.R.,3)99

2.2.2.3.-Mecanismos de Defensa Terciarios

En ultima instancia, los antioxidantes terciariggaan su defensa mediante la
reparacionde moléculas dafiadas por los radicales libres a@etepie su acumulacion
y/o presencia dé lugar a alteraciones en el measabolcelular o incluso a la muerte
celular. Asi, el dafio oxidativo a acidos nucleiegssreparado por enzimas especificas
(Cheeseman, K.H y Slater, T.F., 199&)mo las ADN glicosilasas, las cuales pueden
ser de dos tipos, unas capaces de hidrolizar entkggicosilicos entre una base dafada
o inapropiada y la desoxirribosa del azlcar y ofees ademas de presentar la funcion
anteriormente mencionada, presentan activigiidsa, eliminando las uniones azucar-

fésforo resultantes p@eliminacion(Ramotar, D., y Demple, B., 1993).
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Las proteinas oxidadas son eliminadas por sist@musoliticos y los lipidos de
membrana oxidados por peroxidasas, lipasas y agherasas, como por ejemplo la
fosfolipasa A, que se encarga de liberar los acidos grasos aosdae los fosfolipidos
de membrana para que puedan actuar sobre ellossigtemas antioxidantes
correspondiente@Cheeseman, K.H y Slater, T.F., 199%biéndose observado que su
actividad aumenta en la membrana interna mitocahgrien otras membranas en
respuesta a condiciones asociadas a un incremen&species reactivas del oxigeno
(Malis, C.D. y colbs., 1990; Hatch, G.M. y colld993)

2.3- Danos Celulares y Mitocondriales producidos por I1oROS

Los ROS generados en la mitocondria, o en otrospadimentos celulares,
pueden causar dafio a macromoléculas celularesyy@mdo &acidos nucleicos,

fosfolipidos, y proteinas.

2.3.1.- Maodificacion Lipidica.

La oxidacion de PUFAs se conoce como peroxidacigidita, siendo
especialmente importante la que ocurre a nivebdebntenidos en los fosfolipidos de
las membranas celulares. Este fendmeno oxidatita egpresion mas conocida de la
toxicidad de RL/ERO. EIl que los fosfolipiodos seamponentes basicos de todas las
membranas celulares, resalta la importancia dati@aiproceso oxidativo. Ademas este
hecho explica, en gran medida, las alteracionesatgtales y funcionales en las que
estan implicados RL y ERO en numerosas enfermedades

La cadena de reacciones de los RL consiste eretagms esenciales: Inicio,
propagacion y terminacion. La propagacion contih@ata que dos RL se unen para
terminar la cadena. Por tanto, un Unico evento rdelacion puede provocar la
conversion de numerosas cadenas de PUFAs en hidraghes lipidicos. Asi, un Unico
evento inicial que desencadene la peroxidacidditipipuede ser amplificado hasta que
se agote la disponibilidad de; @0 cadenas de PUFA no oxidadas. Por otra pate, |
duracién y la velocidad de la cadena de peroxidedépende directamente del grado de
insaturacion lipidica. Para una serie de acidosogransaturados de uno a seis dobles

enlaces, esta velocidad aumenta segun la relag@@:0:2:4:6:8 (mas de 300 veces del
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primero al Ultimo: &cido oleico, linoleico, aragéidco, eicosapentaenoico,
docosahexaenoico).

Por otro lado, las membranas bioldgicas en gemseralmuy sensibles al estrés
oxidativo debido a la presencia de dobles enlaee#pd carbono-carbono en las colas
lipidicas de los fosfolipidos que las comportstontine, T.J. y colbs., 2002l dafio
oxidativo a los lipidos de la membrana se puedizagade forma directa mediante su
iniciacion por ERO como los radicales hidroxilol@eion superéxido, o bien de forma
indirecta mediante algunos productos de la progeoxdacion lipidica como son
ciertos aldehidos altamente reactivos que a syuwtncian el fendmencsterbauer,
Hy colbs., 1991)En cualquier caso y sea de un modo u otro, laackid de los lipidos
de la membrana mitocondrial da lugar a la alteraci® los mismos y a cambios en la
fluidez de la misma, a variaciones en su relacmm las proteinas adyacentes y como
consecuencia de todo lo anterior a alteracionesswenfuncion (Halliwell, B. y
Gutteridge, J.M., 1999)Ademas en el caso concreto de la mitocondriaatdialipina
es altamente insaturado y por consiguiente de @éesasceptibilidad a la oxidacion, lo
que seria perjudicial por hallarse implicada efuteion de proteinas de la CTEmt tales
como la COX o el transportador de nucledtidos densxh (ANT) (Paradies, G. y
colbs., 1998).

2.3.2.- Danos en el ADN

Las alteraciones del ADN, como molécula portadaianthterial genético, merece una
atencion muy especial, siendo importante conocercdmsecuencias de la interaccion
del ADN con el estrés oxidativo. Asi, en patolsgém las que el estrés oxidativo es
elevado, tales como anemia de Fanconi, sindromBlatam, esclerodermia, cancer,
hipertension arterial, envejecimiento, etc., seeols un mayor nivel de mutaciones,
entrecruzamientos, roturas espontdneas de las tidasdy pérdida de fragmentos
cromosémicogRoche, E. y Romero-Alvira, D., 1996).

Las alteraciones del ADN que mas frecuentementdservan en situaciones de
estrés oxidativo son incremento en los niveles rdgnientacion y modificaciones
oxidativas en las bases puricas y pirimidinicadreElas modificaciones mas frecuentes
de las bases pduricas, destaca la formacion detir®tiguanina, con un alto efecto

mutagénico y responsable de que durante la replitaae empareje con adenina en
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lugar de con la citosina. Respecto a las baseasidinicas, se encuentran los glicoles de
timina y citosina y los hidratos de pirimidina, losales dan lugar a la fragmentacion ya
que las bases afectadas no pueden emparejarsetaareate(Roche, E. y Romero-
Alvira, D., 1996).

La mitocondria cuenta con genoma propio que esdiife en estructura y en
organizacion al nuclear. Se trata de un nUmerabkride copias idénticas de ADN de
cadena doble y circular (hasta 10 copias), locatizzn la matriz mitocondrial, proximo
a determinadas zonas de la membrana mitocondriekna (lugar de maxima
generacion de ERO). Su tamafio es pequefio (16,5 Klodifica para 13 proteinas
mitocondriales, 7 de las subunidades del complajod proteina del complejo Ill, 3 del
complejo 1V, 2 del complejo V, 22 ARN de transferieny 2 ARN ribosémicoflenaz,
G., 1998; Cadenas, E. y Davies, K.J.., 2000; VamiRen, H. y Richardson, A., 2001).

El resto de proteinas que completan los compleajsepimatorios se forman por
expresion de los correspondientes ADN nuclearesgrando desde los lugares de
sintesis proteica citoplasmatica a la mitocondria.

El dafio oxidativo al ADN mitocondrial es mas sevque el sufrido por el ADN

nuclear, siendo las razones propuestas siguientes:

* EI ADNmt se localiza muy cercano en los lugarea enembrana mitocondrial
interna donde se generan las ERO.

* La mitocondria es el lugar de generacion de la grayoria de las ERO.

» EI ADNmt carece de histonas protectoras (Richtery €olbs., 1998). También
se ha postulado durante mucho tiempo que la mith@parecia de un sistema
de reparacion de ADN. En la actualidad se recotmesistencia de sistema de
reparacion del ADNmt, aunque todavia es un gracatexido, se sabe que es
capaz de reparar el dafio oxidativo (por ejemplmdaiflases y roturas de una
s6la cadena). Ademas se sabe que la via de repardei escision de bases
desempefa un papel predominante dentro del sistemgparacién del ADNmt
(Bohr, V.A. y Anson, R.M., 1999).

Segun muchos indicios, el dafio oxidativo al ADNmingas importante que el ejercido
sobre lipidos y proteinas. Esto se debe a que élmMiDdafiado se puede propagar
debido a la capacidad de division de mitocondriaséiulas, lo cual permite la

amplificacion de las consecuencias fisiol6gicasd##lo. Ademas, el dafio al ADNmt

podria ser incluso mas importante que el dafio d\ AlDclear ya que todo el genoma
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mitocondrial codifica genes que son expresadosntnai® que el nuclear contiene una
gran cantidad de secuencias no transcribiMaes Remmen, H. y Richardson, A., 2001).

El estrés oxidativo puede afectar al ADNmt de diserformas entre las cuales
las mas conocidas son la alteracion oxidativa deedael aumento en el nivel de
deleciones y la aparicion de mutaciones puntuales.

El aumento en el porcentaje de deleciones se aomel directamente con la
elevacion del dafio oxidativo. Ademas, también sedtablecido que las deleciones del
ADNmt se dan especialmente en tejidos postmitGticm®mo corazén, musculo
esquelético y encéfalo, que ademas son tejidonaitee dependientes de la respiracion
aerdbica, lo cual sucede en numerosas especieyendo humano, mono, roedores y
nematodogYoneda, M. y colbs., 1995).

Las mutaciones del ADNmt son la base de un nunmepwmitante de patologias
humanas, lo que ha abierto un nuevo y exitante campa investigacion mitocondrial.
El ADNmt tiene un tipo de transmisién maternal y@és hay numerosas copias de la
molécula en una célula (poliplasmia) existiendgdsibilidad de que una mutacion
experimente diferentes grados de heteroplasmiao €stb hace que para que una lesion
se manifieste fenotipicamente es necesario que ®80% del ADNmt de una célula
deba estar mutad@.enaz, G., 1998; Michikawa, Y. y colbs., 19%4sicamente, las
consecuencias fenotipicas de una mutacion del ADNefiten ser defectos en la

maquinaria implicada en la fosforilacién oxidatd&la mitocondria.

2.3.3.- Daios proteinas

Aunque la oxidacién a proteinas ha sido menos twaiaada, diferentes tipos de
dafio han sido puestos de manifiesto, incluyendoxidacion de grupos sulfhidrilo,
oxidaciones en residuos aminoacidicos, reacciooesatdehidos, entrecruzamientos
proteicos, fragmentacion y/desnaturalizac{®adtman, E.R. y colbs., 1991; Starke-
Reed, P.E. y colbs., 198%)a oxidacion directa de aminoacidos, particular@disina,
arginina, prolina, y residuos de treonina, promuav@rmacion de grupos carbonilo de
las proteinagBeckman KB y colbs., 1998; Sohal RS, 20D2)formacién de un grupo
carbonilo puede alterar dramaticamente la estracterciaria o conformacion de la
misma, dando como resultado un mal plegamientoigtac completo. EI mal

plegamiento aumenta la hidrofobicidad de la praeieip le confiere una fuerte
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propensién para que forme agregados potencialmpetgidiciales. Por tanto, la
oxidacion de proteinas conduce a la pérdida déusasones normales y aumento de la
susceptibilidad a la degradacion proteolitica.

Debido a la proximidad fisica entre proteinas ydbp, el dafio oxidativo a las
proteinas mitocondriales como resultado directesatés oxidativo o bien como una
consecuencia de la peroxidacion lipidica puede ldaar a entrecruzamiento,
degradacion y pérdida de funcidn de las mismas. é¥osas proteinas de membrana
como la ATPasa, el TNA, la COX, etc., son facilneemactivadas mediante estrés
oxidativo. Ademas la oxidacion de proteinas deteamia apertura del poro de
permeabilidad de transicidn, clave en el procesapigtosis. En resumen, la alteracion
de las proteinas de la CTEmt tiene como conseceditecta una peérdida de
funcionalidad mitocondrial e indirectamente un aotoede la produccion de ERO
(Lippe, G. y colbs., 1991; Forsmark-Andree, P. psg 1997).

2.3.4.- Efectos de los ROS sobre la organizacifumgiéon mitocondrial

La mitocondria no es solo una fuente importantegeeeracion de ROS en células
aerobias, sino también es un blanco sensible paraféctos deletéreos de los radicales
derivados del oxigeno. Uno de estos objetivos esD#l mitocondrial (ADNmt), el
cual codifica para 13 polipéptidos, 22 RNAs de dfarencia (ARNt), y 2 ARNs
ribosomales (ARNr), que son esenciales para espate electrénico y la generacion
de ATP(Anderson S, 1981ElI ADNmt, por tanto, representa un blanco celgldtico
para el dafo oxidativo que podria conducir a us@teirreversible para la funcion
celular con pérdida del sistema de transporte réleico, potencial de membrana
mitocondrial, y generacion de ATP. El ADNmt es esplenente susceptible al ataque
de los ROS debido a su proximidad a la cadenaadsporte electronica, lugar principal
en la produccién de radicales libres, y a la casete histonas protectoras. Por ejemplo,
los ROS generados mitocondrialmente pueden accitemaformacion de la 8-
hydroxydeoxyguanosina, una lesion que se presenta cesultado del dafio oxidativo
al ADN; el nivel de bases oxidativamente modificaga el ADNmt es de 10-20 veces
mayor que en el ADN nuclear. El dafio oxidativo itido por los ROS es
probablemente una fuente importante en la inegdadilgenomica mitocondrial que

conduce a la disfuncién respiratoria.
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La formacién de ROS y el estimulo de peroxidaci@idica en mitocondria
pueden conducir a la supresion del metabolismoaamitdrial. Los peréxidos lipidicos
alteran funciones mitocondriales vitales, tales @dm respiracion y la fosforilacion
oxidativa, propiedades de barrera de la membraeeana mantenimiento del potencial
de membrana mitocondriah§), y capacidad tapén del £€amitocondrial(Albano E y
colbs., 1991; Bacon BR y colbs., 1993; Bacon BRIgsc, 1986; Masini A y colbs.,
1989). Los productos de la peroxidacion lipidica mitoataldpueden deteriorar la
funcidon de barrera de las membranas interacciondiréotamente con proteinas y/o
indirectamente con residuos lipidicos de memb(@han JJ y colbs., 1995).

El estrés oxidativo marcadamente sensibiliza aitacondria hacia la induccion
del MPT (poro de transicion mitocondrial); segueris datos experimentales, los ROS
generados mitocondrialmente estan implicados émdiaccion del MPT(Kowaltowski
Al y colbs., 1996 La unidad béasica del poro MPT es el complejdadgDAC-ANT-
CyP-d (canal anidnico voltaje dependiente-translocadel nucledtido de adenina-
ciclofilina D) situado en los sitios de contactarenla membrana interna y externa
mitocondrial. EI complejo VDAC-ANT atrae a otra®t®inas, particularmente quinasas
(e.g., hexoquinasa, quinasa del glicerol). Recgergstudios identificaron el ANT
(translocador del nucledtido de adenina) como wnda importante para los ROS
inducido por anticancerigenos, tales como la ddioma y el trioxido de arsénico. En
particular, ha sido demostrado que la toxicidadieaa inducida por la doxorubicina se
correlaciona con la oxidacion de grupos -SH en ANTuna disminucion de la
concentracion de la proteina ANT, con la inhibictfinla respiracion mitocondrial y la
probabilidad creciente de formacion del poro de MET papel de VDAC (canal
anioénico voltaje dependiente) como blanco paraRGS estd menos claro, aunque ha
sido demostrado recientemente que £l @odula la apertura del VDAC reconstituido
en liposomas causantes de la liberacion del citoocro(Madesh M y colb., 2001Ror
lo tanto, el estrés oxidativo contribuye al dafitulee mediado mitocondrialmente. El
MPT es un mecanismo causante de fallo mitocondelabual puede conducir a la
necrosis debido al agotamiento de ATP o a la apapttependiente de caspasas si la
induccién del MPT ocurre en una subpoblacion deocoitdrias y las organelas
restantes todavia pueden mantener el potencialeshebrana mitocondrial y producir
ATP.
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2.4-Implicaciones fisiolégicas y patolégicas de los ROS

Los ROS estan implicados en diversos procesosldggans. Entre las funciones

fisiologicas de los mismos destacamos las sigusente

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

(Vi)

El estrés oxidativo esta caracterizado por unaymadn masiva de ROS en
un ambiente inflamatorio y desempefia un papel dambénen la defensa
contra patégenos ambientales. En un ambiente iafl@i, los neutréfilos y
los macrofagos activados producen grandes cantdatke radicales
superoéxido y de otros RQReisari, Braun, y Flescher, 1983).

Varios tipos de células no-fagociticas; fibroblastoélulas vasculares del
musculo liso, miocitos cardiacos, y células endales son productoras de
ROS por la NAD(P)H oxidasa que regula diversasamess de sefializacion
intracelular(Jones y otros., 1996; Thannickal y Fanburg, 1995).

La regulacion del tono vascular por el GMPc esasoa@special. La enzima
soluble guanilato ciclasa (GCs) es activada ppesgbxido de hidrogeno y el
radical NOe(Ignarro & Kadowitz, 1985;Wolin, Burke-Wolin, &Mohzab-
H, 1999).

La homeostasis del oxigeno es preservada en ongasinas evolucionados
por una estrecha regulacion de los glébulos ropsladsangre y de la
ventilacion respiratorialAcker y Xue, 1995)Se ha propuesto que los
cambios en la presion parcial del oxigeno son thes de forma
independiente por varias proteinas productoras @& Rntre las que se
encuentra el citocroma

La adherencia de la célula desempefia un papel tamper en la
embriogénesis, crecimiento celular, diferenciaci@paracion de heridas, y
otros procesos Yy por lo tanto, los cambios endagoteristicas adhesivas de
las células y los tejidos son firmemente redox ladps (Albelda, Smith, y
Ward, 1994; Frenette y Wagner, 1996).

Existen evidencias de que el estado redox intregetambién modula las
funciones inmunolégicas de los macrofagdsamuro, Murata, Suzuki,
Takatsuki, y Suga, 1999).

La Muerte Celular Programada (apoptosis) es neeegara el desarrollo y

la destruccién apropiada de las células que remi@seina amenaza para la
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integridad del organismo. Este proceso se basa egugibrio entre el cese
de sefales positivas (esas necesitadas para lavisepeia continuada,
como por ejemplo, factores de crecimiento neurohial2, etc.) y la
integracion de sefiales negativas (por ejemplo, lesvecrecientes de
oxidantes dentro de la célula, dafio al ADN por artds, o de otros efectos
dafinos tales como irradiacién, quimioterapeutiets),(Hengartner, 2000).

(viii) Induccion de la biogénesis mitocondrial La poblaciditocondrial es
dinamica y muestra variaciones en el tamafo, elendny la masa en
respuesta a diversas situaciones estresantes deniesmo principales
inductores a los ROS.

Por otro lado, los ROS han sido implicados en gasituaciones patologicas como
enfermedad cardiovascular, cancer, desérdenes lagioas, diabetes, isquemia/
reperfusion, envejecimiento y otras enfermeda(dxdle- Donne y otros., 2006;
Dhalla, Temsah, y Netticadan, 2000; Jenner, 20@37& Smith, y Perry, 2001).

a) Cancer

El dafio oxidativo directo inducido por los ROS dDM representa una de las
explicaciones mas comunes propuestas para el cldHeesido propuesto que los
radicales hidroxilo generados cerca del ADN porcesos mediados por hierro son los
principales responsables de este dafio. De hecboyaldicales hidroxilo generan
multiples productos mutagenos después de la oxidadel ADN, incluyendo purina,
pirimidina, y productos de la oxidacion de la dedlosa(M.S. Cooke y colbs., 2003;
M.D. Evans y colbs., 2004; M. Dizdaroglu y coll#)02). Otros oxidantes reactivos
como el peroxinitrito (ONOQy el acido hipocloroso (HOCI), cuando estan podios
en cantidades apreciables, pueden también induadificaciones oxidativas del ADN
gue pueden ser relevantes para el desarrollo deecC.L. Hawkins y colbs., 2002; Y.
Kawai y colbs., 2004; P.T. Doulias y colbs., 2001).

Numerosas investigaciones apoyan que los ROS,eagarinducir oxidaciones
en el ADN, también pueden ejercer una amplia gaenafelctos sobre la proliferacion
celular modulando las vias de sefializacién quaiénttian la transformacion de las
células. La comprension de los mecanismos molezsilexactos subyacentes de estos

efectos sigue siendo tema de estudio. Es probatddas niveles basales de diversos
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ROS junto con el tipo de célula representen logrdehantes para el destino de las
células. Asi pues, mientras que cierta concentnatitracelular puede promover el
desarrollo de cancer aumentando la proliferacigngicgénesis, y suprimiendo la
apoptosis, niveles levemente mas altos pueden radgmente como agentes
anticancerigenos, induciendo la detencion del codlular, el envejecimiento, y la
muerte de la célula por apoptosis o0 necrosis. Es$tigetesis son apoyadas
experimentalmente por ensayos de manipulacion iganéisi, la eliminacién genética
de la CuzZnSOD o la disminucion de la actividad @@&hSODs en ratones condujo a
indices crecientes en el desarrollo del cancerstws eanimalegS. Elchuri y colbs.,
2005; H. Van Remmen y colbs., 200B¥tas enzimas son responsables de la rapida
eliminacion del anion superoxido y se localizan eitosol y mitocondria,
respectivamente. Ademas, estudios con ratones &obde peroxidasas, catalasas, y
peroxirredoxinas condujeron también a indices erges de la formacion de cancer
(F.F. Chu y colbs., 2004; K. Ishii y colbs., 1996 ACNeumann y colbs., 2003)jodas
estas enzimas reducen el04 a H,O usando diversos donantes electronicos.

Estos resultados indican claramente que las camoémies elevadas de ROS participan
en el desarrollo del cancer influenciando diverposcesos celulares, tales como
induccién de mutaciones en el ADN, modulacién dexpresién génica, proliferacion
creciente, e inhibicion de la apoptosis.

b) Enfermedad Cardiovascular

El estrés oxidativo inducido por los ROS en micitardiacos y vasculares ha
sido ligado a lesiones cardiovasculares del tgjidlzalla y otros., 2000)Sin importar
la evidencia directa para un acoplamiento entreséiés oxidativo y la enfermedad
cardiovascular, el estrés oxidativo inducido pas ROS desempefia un importante
papel en varias enfermedades cardiovascularesciates la aterosclerosis, enfermedad
cardiaca isquémica, hipertensién, cardiomiopakig®rtrofia cardiaca y paro cardiaco
congestivo (Kukreja y Hess, 1992)Las principales fuentes de estrés oxidativo
involucradas en el sistema cardiovascular seriata g€nzima xantina oxidoreductasa
(XOR), (ii) la NAD(P)H oxidasa (multisubunit memime complexes), (iii) los NOS,
(iv) los citocromos mitocondriales y (v) la hemagha (Berry & Hare, 2004;
Hare&Stamler, 2005).
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c) Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinngqueecausa la inflamacion
cronica de las articulaciones y del tejido que eolds articulaciones con la infiltracion
de macréfagos y de linfocitos T activad8swuerova y Bezek, 1999)a patogénesis de
esta enfermedad se liga predominantemente a laaébdmde radicales libres en el sitio
de la inflamacion. La lesion oxidativa y el estadftamatorio de varias enfermedades
reumaticas fueron confirmadas por niveles crecgedésisoprostanos y prostaglandinas
en suero Yy liquido sinovial comparados con losroted. Condiciones oxidativas en el
tejido sinovial también se asocian a una incidemcées alta de mutaciones del p53

(Firestein, Echeverri, Yeo, Zvaifler, & Green, 1997

d) Diabetes

El estrés oxidativo ha sido propuesto como unaadehusas principales de las
complicaciones diabéticas inducidas por la hipeeghia. La hiperglicemia del
organismo estimula la formacion ROS mediante umaeedad de fuentes. Estas fuentes
incluyen la fosforilacion oxidativa, la auto-oxidde de la glucosa, la oxidasa del NAD
(P) H, la lipooxigenasa, monooxigenasas del citnor®450, y la 6xido nitrico sintasa
(NOS).

e) Desordenes Neurolégicos

El SNC es particularmente vulnerable al dafio owkidatebido a su alta
utilizacién de oxigeno, a su alto contenido en@igrasos poliinsaturados oxidables, y
a la presencia de los metales redox-activos (Cu,Bfestrés oxidativo aumenta con la
edad y por tanto, puede ser considerado como uariemge factor causante de varias

enfermedades neurodegenerativas tipicas de indiwide mayor edad.

f) Envejecimiento

El proceso de envejecimiento se puede definir comdeclive progresivo en las
funciones fisiologicas de un organismo despuésadade reproductiva de la vida. La
teoria de los radicales libres del envejecimient® ihtroducida en 1956 por Denham
Harman que propuso el concepto de que los raditibles desempefiaban un papel

importante en el proceso del envejecimigiftarman, 1956)y se basa en el hecho que
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los efectos deletéreos producidos al azar de Wisalas libres durante el metabolismo
aerobio causan dafio al ADN, lipidos, y proteinasryacumulados con el tiempo.

3.- CLASIFICACION DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA

3.1.- Introduccién

La existencia de un equilibrio entre la divisioiaymuerte celular es de vital
importancia para el desarrollo y mantenimiento de érganismos multicelulares.
Desordenes de ambos procesos tienen consecueatiddgiras y pueden conducir a
una embriogénesis erronea, enfermedades neurodatiesi® 0 desarrollo de cancer.
Por esta razon, el equilibrio entre la vida y leenel esta rigurosamente controlado y los
elementos defectuosos pueden ser eliminados coacifi por un proceso llamado
“muerte celular programada” (PC[D)anial NN y colbs 2004En las ultimas décadas,
el concepto de PCD fue sinGbnimo de apoptosis, aogso de muerte caracterizado por
cambios morfologicos tales como contraccion de éula, condensacion de la
cromatina, y desintegracion celular en fragmensapipfios, “cuerpos apoptoticos” que
pueden ser eliminados por fagocito@{err JF y colbs., 1972)La cascada apoptotica
puede iniciarse mediante dos vias diferentes, gaptio la liberacién del citocronw
de la mitocondria (via mitocondrial), o la activatide los receptores de muerte en
respuesta a la union de un ligando (via receptdeemuerte)(Ashkenazi A y colbs.
1978; Hengartner MO., 2000Para la activacion de cualquiera de estas vias, u
familia especifica de cistein-proteasas, conoaidaso caspasas, ejecutan el destino de
la célula de una manera programada, conduciendan®ios morfoldgicos tipicos
(Degterev A., 2003)Mientras que la apoptosis es un programa de muuefidar
inherente y controlado, la contrapartida concdptaanecrosis, es una manera mas
cadtica de morir, que resulta de circunstanciasreas a la célula, y es caracterizada
por edema celular y rotura de la membrana plasméat@nduciendo a la liberacion de
los componentes celulares y a la respuesta inftaraatlel tejido Kerr JF y colbs.,
1972; Hirsch T y colbs., 1997Estos ultimos afos, ha llegado a ser evidenglgu
dicotomia clasica entre apoptosis y necrosis esumglificacion de procesos altamente
sofisticados que protegen al organismo contra aglihmdeseadas y potencialmente
dafinas. Aunque las caspasas pueden ser imprégem@ara la morfologia apoptoética

tipica, el proceso de activacion de caspasas ablgsco determinante de la decision de
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la vida y la muerte en PCiBlagosklonny MV., 2000; Kitanaka C y colbs., 1999;
Lockshin RA 'y colbs., 2000; Sperandio Sy coll®02Wyllie AH y colbs., 2001)na

de las primeras demostraciones claras de la PCé&pamiliente de caspasas fue dado
por Xiang y colaboradoresque demostraron que la inhibicién de las aciides de las
caspasas en una variedad de lineas celulares lmaseno inhibia la muerte inducida
por el Bax sino que solamente cambiaba la morfal@gioptética de las células que
morian(Xiang J y colbs., 1996).

Efectivamente, en los Ultimos afios ha sido puestandnifiesto que la PCD
puede ocurrir en completa ausencia de caspasa&s, otras proteasas no-caspasas las
responsables de la ejecucién de dicha mu@tener C y colbs.1999; Boya P y
colbs.,2003; Broker LE y colbs.,2004; Foghsgaardcojbs.,2001; Guicciardi ME y
colbs.,2000; Kagedal K y colbs.,2001; Stoka V ybgg2001) Ademas,Cauwels y
colaboradoreshan demostrado que la inhibicién de las caspagaaiviaba sino que
exacerbaba la toxicidad inducida en ratones pdacatbr de necrosis tumoral (TNF),
indicando que este tipo de muerte independient@agpasas no se limita a modelos “in
vitro” (Cauwels A 'y colbs., 2003; Perfettini JL y coll2Q03) Existen varias formas de
muerte celular independiente de caspasas que raempuwser clasificadas facilmente
como “apoptosis” 0 “necrosis” y tipos alternativae PCD han sido descritos
(Blagosklonny MV., 2000; Kitanaka C y colbs., 198perandio S y colbs., 2000;
Borner C y colbs., 1999; Leist M y colbs., 2001ai®e PG y colbs., 1990; King KL y
colbs., 1995)No ocurren solamente bajo circunstancias fisiokgisino que pueden
también ser inducidos por ejemplo por el T&Fe por drogas quimioterapicas
(Jaattela., 2004).

3.2.- Clasificacion de la muerte celular programada

Los diversos tipos de PCD tienen en comun que mmutados por procesos celulares
activos, esto es lo que los distingue de la nesrastidental l(eist M y colbs., 2001
Existen varios modelos de muerte celular prograntatkpendiente de caspasas:

Un modelo implicaAutofagia, también llamadanuerte celular tipo llpara
distinguirlo deapoptosis o tipo (Clarke PG y colbs., 1990Schweichel JU y colbs.,
1973) Este proceso es caracterizado por el secuedtmtal@asma y las organelas en

vesiculas autofagicas y la posterior degradacidgreppropio sistema lisosomal celular

45



Antecedentes Bibliograficos Capitulo Il

(autofagia significa en griego, digestibn de uncsmm). Sirve para eliminar las
proteinas y componentes de vida larga de las daggeiene una funcion importante
en el remodelado celular debido a la diferencigcabrestrés, o al dafio inducido por
citocinas. Las células que experimentan excesit@agia se activan para morir de una
manera no-apoptotica, es decir, sin la activaciéncaspasagGozuacik D y colbs.,
2004). La autofagia puede intervenir en la promocién gvpncion del cancer, y su
papel puede ser alterado durante la progresiontueor (Shintani T., 2004) La
capacidad autofagica observada durante la caraesge del animal de
experimentacion se ha demostrado disminuida, indiwaque la interrupcion del
proceso autofagico puede contribuir al desarroflocdncer(Canuto RA y colbs.,1993;
Kisen GO y colbs., 1993; Schwarze PE y colbs., 198, embargo, las células
cancerosas pueden necesitar autofagia para sabrenicondiciones de limitacion de
alimento y poco oxigeno y la autofagia puede peatégs células de cancer contra la
radiacion ionizante eliminando los elementos dag&@aervo AM., 2004; Paglin S y
colbs., 2001)EI papel exacto de la muerte celular por autofagianamiferos no es
entendido completamen{®kada H y colbs., 2004).

La Paraptosis ha sido caracterizada recientemente por la vaacin
citoplasmatica que comienza con el hinchamientgnesivo de las mitocondrias y del
reticulo endoplasmico (ER). No responde a inhitlddode caspasas ni implica la
activacion de las mismas, la formacion de cuerpopiaticos, u otras caracteristicas de
la morfologia apoptéticaSperandio S y colbs., 200@Ge ha descrito que la paraptosis
estd mediada por quinas&pérandio S y colbs., 2004 puede ser activada por el
miembro TAJ/TROY de la familia de receptores T\IWangY y colbs., 2004ay, sin
embargo, soélo algunos estudios sobre la paraptp®kos no hacen una comparacion
con otros tipos de PCD tales como autofagia. Pezoggrpor tanto, por ser establecido
si la autofagia y la paraptosis representan dos iipdependientes de PCD.

La Catastrofe Mitética es otra via de muerte celular, que no es tipiceenen
apoptosis. Se produce por fallos en los sistemaschimueo del ciclo celular
(checkpoints), que detiene la mitosis antes o derah proceso, permitiendo una
segregacion aberrante de los cromosomas, lo quemdea la activacion de una
apoptosis defectuosa y muerte celukiing KL y colbs., 1996 La catastrofe mitotica
se puede accionar por agentes que estabilizanestdbg#izan microtibulos y dafio al

ADN (Roninson IB y colbs., 2001%e ha publicado que la catastrofe mitética esta
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acompafiada por la permeabilizacién de la membraaagtivacion mitocondrial de las
caspasagCastedo M y colbs., 2004pero otros estudios han discutido que es
fundamentalmente diferente de la apoptosis, puemHiicion de caspasas o la
sobreexpresion de Bcl-2 no puede prevenir de lasisitcatastrofica o del desarrollo de
células gigantes multi-nuclead@oninson IB y colbs., 2001, Lock RB y colbs., 1996
Si la catastrofe mitética representa completamehtipo de PCD independiente de
caspasas 0 no, sigue siendo por tanto cuestiorsciesn.

A pesar de los numerosos modelos propuestos paegocaar PCD, las
definiciones exclusivas son dificiles de hacer delzl solapamiento y la competicidon
de las diferentes vias de sefializacion entre lo®rsbs programas de muerte.
Marcadores de muerte apoptéticos y necroticos pusiteultaneamente estar presentes
en la misma célula después de la isquemia cerebdidando que mas de un programa
de muerte puede ser activado al mismo tieifypmal-Cevik | y colbs., 2004Ademas,
una célula puede cambiar hacia adelante y hacia amtre diversas vias segun las
indicaciones de muerte neuronal de la célula gidbExelementos de la degeneracion
autofagica sobre la expresion oncogénica del Rasjtras que tenia caracteristicas de
muerte apoptética celular sobre el tratamientoTdR-o. (Chi S y colbs., 1999Ror lo
tanto, se ha postulado que el fenotipo dominanteulerte celular es determinado por
la velocidad relativa de los programas disponibiesnuerte; aunque las caracteristicas
de varias vias de muerte pueden ser exhibidases@amino mas rapido y mas eficaz

es generalmente evider{iurschW., 2001).

4.- MOLECULAS MODULADORAS DE LA MUERTE CELULAR
PROGRAMADA

4.1-Familia Bcl-2

El gen del Bcl-2 fue el primero en ser identificaBe encuentra localizado en el
limite cromosomico t (14:18) de células B linfoid@&sujimoto y colbs., 1984; Cleary y
colbs., 1986)y se descubrié que actuaba como una nueva clasma®menes que
funcionan para prevenir la apoptosis en lugar denprer directamente la proliferacion
celular(Hockenbery y colbs., 1990; Korsmeyer, 1992; Mctinn colbs., 1993; Vaux
y colbs., 1988)El Bcl-2 es el fundador de una gran familia dgutadores de la
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apoptosis que favorecen la supervivencia celufaciitan la muerte de la misma. Los
miembros que favorecen la supervivencia son prasemultidominios que contienen
BH1, BH2 y BH3 (A1/Bfl-1), BH2 y BH4 (Bcl-xES), ysbs son mas similares al Bcl-2
que tienen 4 dominios BH (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bal, Brag-1, Boo/Diva, Bcl-B/Bcl-
2L-10) (Cleary y colbs., 1986; Boise y colbs., 1993; Ohaolbs., 1995; Das y colbs.,
1996; Gibson y colbs., 1996; Inohara y colbs., 189Re y colbs., 2001; Kozopas y
colbs., 1993; Lin y colbs., 1993; Schmitt y coll2804; Song y colbs., 1999; Zhang y
colbs., 2001).

Segun su estructura y funcién bioquimica, los mislgue promueven la
apoptosis pueden ser divididos en 2 subgruposeimid multidominio integradas por
los dominios 1 a 3 de BH (Bax, Bak, Bok/Mtd, Bcintao), BH2 y BH3 (Bcl-gL) o
BH4 y BH3 (Bcl-xS) (Boise colbs., 1993; Chittenden colbs., 1995a; Barrcolbs.,
1995; Guo colbs., 2001; Hsu colbs., 1997a; Inohaddbs., 1998b; Kataoka colbs.,
2001; Kiefer colbs., 1995; Oltvai colbs., 1998)BH3, proteinas formadas por 1 o0 2
dominios BH3 (Bad, Bid, Bik/Nbk/Blk, Bim/Bod, Hrkfib, Bnipl, Bnip3, Nix,
Puma/Bbc3, Noxa, Bcl-gS, Mcl-1s, Mapl, Bmf, Spikel aApoL6) (Guo colbs., 2001;
Bae colbs., 2000; Bingle colbs., 2000; Boyd coltbh894; 1995; Chen y colbs., , 1999;
Han colbs., 1996; 2001; Hegde colbs., 1998; Hsb£l1998; Imaizumi colbs., 1999;
Inohara colbs., 1997; Matsushima colbs., 1998; Nekand Vousden, 2001; O'Connor
colbs., 1998; Oda colbs., 2000; Puthalakath coll)01; Tan colbs., 2001; Wang
colbs., 1996; Yang colbs., 1995; Yasuda colbs.91% colbs., 2001; Liu colbs.,
2005) Ademas, en los dominios BH, algunas proteinagiemsen un dominio de
formacion del poro y un dominio transmembrana eextaemidad del grupo carboxilo
terminal (Adams y Cory, 2001; Chao y Korsmeyer, 1998; R&66@7; 1998; Vander
Heiden y Thompson, 1999; Zamzami colbs., 1998; €dwglams, 2002).

Varios homologos del Bcl-2 funcionan, al menos ertgy a través de
interacciones proteina-proteina, formando una ieéintica compleja de homo- y de
heterooligdmeros, dependiendo del ambiente celulde su localizacion subcelular.
Experimentos de mutagénesis han sugerido que ehgat de dimerizacion de las
proteinas Bcl-2 esta profundamente influenciadol@arombinacion especifica de los
dominios BH(Chittenden colbs., 1995b; Kelekar y Thompson, 1998 colbs., 1994).
Asi, la elucidacion de la estructura en tres dinoeres de las Bcl-xL anti-apoptoticas ha

proporcionado un primer modelo en el cualdd®lices se localizaron en los dominios
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BH1, BH2 y BH3 creando un bolsillo hidrofébico ajado donde la-hélice anfipatica
del BH3 y otra proteina del Bcl-2 pueden unirselad@isma manera que un ligando se
une a su receptdiMuchmore y colbs., 1996; Diaz y colbs., 1997;tl8aty colbs.,
1997).

La heterodimerizacion entre las moléculas industgranti-apoptéticas puede
neutralizar la actividad de unas y otras, en fundé la concentracion relativa de una
fraccion sobre la otra, influenciando profundaméatsusceptibilidad celular a la sefal
de muerte Qltvai y colbs., 1993; Sedlak y colbs., 199Bgbido a su capacidad de
unién, el motivo BH3 ha llegado a ser un potentaiador de la muerte celular y a
menudo es Unicamente requerido para la activigdd délula “asesinaChittenden y
colbs., 1995b; Polster y colbs., 200Dos modelos distintos han sido propuestos para
explicar la actividad “asesina” de las proteinassgNdams y Cory, 2007El modelo
directo de activacion propone que después de imwstde muerte, las proteinas BH3
promueven la apoptosis uniéndose e inhibiendo ml@éc que favorecen la
supervivencia, como Bcl-2, Bcl-xL Bcl-w, Mcl-1 ard,, o uniéndose a otros agonistas
de muerte, como las proteinas multidominio Bax ¥,Bas cuales llegan a ser activadas
y ejercen sus actividades pro-apoptoticas a nivelcondrial. Las proteinas BH3 que
neutralizan las proteinas que promueven la supEtgiga son conocidas como BH3
“facilitadoras o proteinas de sensibilizacion”, niias que aquellas que se unen a pro-
apoptoticos Bax o Bak se llaman proteinas BH3 Vackbras o activantegChittenden,
2002; Letai y colbs., 2002; Kuwana y colbs., 2085 y colbs., 2006)El modelo
indirecto de activacién sugiere que todas las prageBH3 involucran solamente las
proteinas que favorecen la supervivencia evitangoighiban la activacion del Bax o
del Bak(Chen y colbs., 2005; Willis y colbs., 2005; 2007).

Los miembros de la familia Bcl-2 son localizados peparado en los distintos
compartimientos subcelulares en ausencia de urad defmuerte. Los miembros anti-
apoptoticos, como Bcl-2 y el Bcl-xL, residen getraente en la cara citoplasmica de la
membrana mitochondrial externa (MME), en el reticethdoplasmatico y la envoltura
nuclear (Hockenbery y colbs., 1990; Krajewski y colbs., 398amzami y colbs.,
1996) En cambio, los miembros inductores de apopttass como Bax, Bad y Bid, se
encuentran algo libre en la célula sin estimulagxeepcion del multidominio Bak, el
cual parece residir constitutivamente en la M§@oss y colbs., 1998; Korsmeyer y

colbs., 2000; Hsu y colbs., 1997)espués de una sefial de muerte, las proteinas

49



Antecedentes Bibliograficos Capitulo Il

multidominio inductoras de apoptosis, como el Bax¥ren un cambio conformational
gue les concede capacidad de insertarse en lasnar@shkntracelulares, especialmente
en las mitocondrias. EI dominio transmembrana garger importante en conferir
capacidad de union tipo muelle a la membrana a amb@mbros pro y anti-
apoptdticos asi como en proporcionar estabiliddd proteina, aun cuando algunos
estudios indican que la delecion de este dominimvalida la funcidén de la mayoria de
las proteinas de la familia Bcl{Borner et al., 1994; Nguyen et al., 1994).

La regulacion de la permeabilizacion de la membraitacondrial es el medio
principal por el cual las proteinas Bcl-2 ejercene$ecto regulador de la apoptosis.
Como sitio de convergencia para los mdltiples adterque inducen la muerte, las
mitocondrias son el centro de la decision que otatia vida y la muerte liberando
factores apoptogénicos al citosol. Estas moléaiasinducen la muerte estan situadas
en el espacio intermembrana mitocondrial e inclugkgitocromo c(Kluck y colbs.,
1997; Yang y colbs., 19975mac/DIABLO (factor que promueve la activacion de
caspasas por su efecto sobre IAPs (Proteinasidohés de Apoptosis))Du y colbs.,
2000; Verhagen y colbs., 200@), factor nuclear AlF (Factor Inductor de Apop$)si
(Susin y colbs., 1996; 1999akndo G (una DNasa apopt6ticl)i y colbs., 2001;
Parrish y colbs., 2001)HtrA2/Omni (un inhibidor de IAPs con actividad iser
proteasa pro-apoptoticguzuki y colbs., 2001hy, algunas pro-caspasésrajewski y
colbs., 1999; Mancini y colbs., 1998; Qin y cold¥01; Susin y colbs., 1999H)a
permeabilizacion de la MME es seguida generalmpatda activacion caspasa-9 que
conduce a una apoptosis irreversible. Los miemlatesla familia Bcl-2 pueden
controlar la fase mitocondrial de la permeabilidac{Desagher y Martinou, 2000)
mediante 3 modelos que prevalecen: primero, formaadales autbnomos en la MME;
en segundo lugar, interfiriendo con la permeabhiligaitocondrial de los poros de
transicion (PTPm); y, finalmente, promoviendo @téones dinamicas en la estructura
de la bicapa lipidicgGross y colbs., 1998; Kluck y colbs., 1997; Yarmphps., 1997,
Antonsson y colbs., 1997; 2000; Minn y colbs., 1€9u y colbs., 1999; McDonnell y
colbs., 1999; Schendel y colbs., 1998; Schlesipgaibs., 1997; Bossy-Wetzel y colbs.,
1998; Vander Heiden y colbs., 1997; Saito y col@800; Pavlov y colbs., 2001,
Basarfiez y colbs., 1999; Kudla y colbs., 2000; Epawdlbs., 2002; Kuwana y colbs.,
2002). Las proteinas anti-apoptoéticas parecen ejercéunrszion en parte inhibiendo la

formacion de poros de muerte que inducen las pradejue favorecen la apoptosis. Un
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estudio ha divulgado que el Bcl-2 podria potenagaita inhibir la apoptosis evocando
el fluop de H de las mitocondrias y preservando el potenciahstrembrana
mitocondrial A¥Ym) (Shimizu y y colbs., 1998)as proteinas anti-apoptoéticas pueden
también proteger a las células contra la muertéiigido la produccidn de especies
reactivas del oxigen@Hockenbery y colbs., 1993; Kane y colbs., 1998}viniendo la
acidificacion intracelulatGottlieb et al., 1996)aumentando la capacidad mitocondrial
de Ca" (Susin y colbs., 1996; Shimizu y colbs., 1998) proporcionando la
estabilizacion total de la membrana en la cualnsertan(Vander Heiden y colbs.,
1997; Zamzami y colbs., 1993 stos mecanismos que favorecen la supervivencia no
estan bien definidos y pueden o no implicar la cajaa de formacion de poros de
proteinas anti-apoptaoticas.

En el primer modelo, las proteinas Bcl-2 modulampdameabilizacion de la
MME sin alterar la funcién mitocondrial, lo que sifica que elA¥Ym esta mantenido
tan bien como la produccion de ATP. Esto es crymiatjue en ausencia de dATP o
ATP, no se puede formar el apoptosoma, la caspasease activa, y las células tienden
a morir por necrosis y no por apoptofhautan y colbs., 1999; Nicotera y colbs.,
1999). El segundo modelo de permeabilizacion de la MMElizapel PTPm, o los
megacanales, que se forman en los sitios de congatte la membrana mitocondrial
externa e internaZ@mzami y colbs., 1998; Zoratti y Szabo, 19%)s componentes
principales son el canal anion voltaje-dependieht@/DACL1), el translocator del
nucleotido de adenina (ANT), el receptor periférela benzodiazepina, la ciclofilina
de la matriz mitocondrial asi como la hexoquinasa greatin quinasa, que todos crean
un poro permeable a solutos de masa molectlds kDa (Bernardi y colbs., 1999;
Crompton, 1999).

La apertura del PTPm da lugar a la despolarizaciotocondrial y a la
disipacion subsecuente deA?m, al desacoplar la fosforilacion oxidativa, e
hinchamiento mitocondrigBernardi y colbs., 1999).a ruptura de MME puede ocurrir
eventualmente como consecuencia de la expansitardatriz, liberando el contenido
del espacio intermembrana (cytochrome c, Smac/DIBBIOmni/HtrA2, AIF) al
citosol de una manera no especiffekrris y Thompson, 2000; Zamzami y Kroemer,
2001) Las interacciones entre algunos miembros denidié&aBcl-2 y los componentes
del PTPm han sido propuestas por varios estudassnioléculas pro-apoptoticas como

el Bax podrian unirse al ANT y promover la apertdeh mPTP, un efecto prevenido
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por el anti-apoptético Bcl-ZMarzo y otros., 1998)Los multidominios Bax y Bak
podrian también actuar reciprocamente con el VDAdLmentando la actividad del
canal para permitir el paso del citocromo ¢, mestjue el dominio BH4 de Bcl-2 anti-
apoptatico y del Bcl-xL estimula algo el cierre @alhal(Shimizu et al., 1999; 2000;
Shimizu y Tsujimoto, 2000RRecientementeSugiyama y colbs., (2008an demostrado
que el BH3 Bim, pero no el Bid, puede también Bxteronar reciprocamente con el
VDACL1 y promover su apertura, resultando una pérdieé A¥Ym vy liberacion de
citocromo c. Por interaccion con el PTPm, las pnat® pro-apoptéticas parecen ser
capaces de realzar la permeabilidad basal del Pp&mijtiendo la difusién a través del
mismo de moléculas mayores de 1.5 kDa.

4.2-Vias de Sefalizacion Apoptotica

4.2.1.Via de receptores v ligandos de muerte

La via extrinseca de la apoptosis se activa megdi@ntinion de losigandos de
citocinas(es decir, FasL, TNF 6 TRAIL) a miembros de laestgmilia receptor TNF-
a, los cuales son conocidos comexeptores de muert@s decir, Receptores de Fas,
también llamados CD95/Apo-1; Receptores de TNF geRmres de TRAIL{Ozoren
N y colbs., 2003; Thorburn Ay colbs., 2004; Abg &olbs., 2000; Peter ME y colbs.,
2003; Schulze-Osthoff K y colbs., 1998; AshkenagzicAlbs., 1999)Los receptores de
muerte contienen un dominio globular intracelula idteraccion conocido como
Dominio de Muerte (DD). Estos receptores de musgtagregan a la superficie celular
seguido de la unién del ligando a sus dominiosaegtulares para formar trimeros. Esto
da lugar al reclutamiento de las moléculas adapaada los dominios intracelulares
agregados de los receptores. Uno de los adaptapionegales que se reclutaran es el
Dominio de Muerte Asociado Fas, FADD, que pose®Dnque interactla reciproca o
directamente con los DD de los receptores de mueitalirectamente a través de otra
molécula del adaptador, TRADD (Dominio de Muertodéiado del Receptor de TNF).
El FADD también contiene un segundo dominio deeratcion proteica, conocido
como el Dominio Efector de Muerte (DED). El domirid&D del FADD interacciona
reciprocamente con el DED del zimégeno débil actpro-caspasa-8, para formar un
complejo intracelular multi-proteico que inducentaerte conocido como el complejo
(DISC) (Abe K y colbs., 2000; Boatright KM y cobs., 20@yry S y colbs., 2002;
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Ashkenazi A y colbs., 1998; Wallach D y colbs.,9)99na vez que esta formado, el
DISC promueve la activacion, inducida por la proxiad, de la caspasa-8, que
entonces es procesada mas a fondo via un mecadesiato-proteolisigSalvesen GS

y colbs., 1999; Yang X Yy colbs., 1998) todavia esta limitado al DISC o liberado en
otros compartimientos intracelulares, la caspaaati®a, activa a su vez a las caspasas
efectoras, tales como la caspasa-3, conduciendo getucion de la célula via la
degradacion del nacleo y de otras estructurascelukares(Peter ME y colbs., 2003;
Ashkenazi Ay colbs., 1998; Scaffidi C y colb@98] Cohen GM y colbs., 1997).

4.2.2.Via Mitocondrial

Actualmente se piensa que las mitocondrias sometgs intracelulares implicadas
en mediar en la mayoria de las vias apoptéticagleitas mamifera@Newmeyer DD y
colbs., 2003; Kroemer G, 2003; Ravagnan L y co®2; Zamzami N y colbs., 2001,
Green DR vy colbs., 2004; Sorice M y colbs., 20@4).general, las mitocondrias se
encuentran involucradas mediante la via intrinsiecanuerte celular, la cual se puede
iniciar por una variedad de estimulos incluyendbaeion UV, radiaciory, calor, dafios
del ADN, acciones de algunas oncoproteinas y genpeesores del tumor, factores
virales, y la mayoria de los agentes quimioterapiBomoemer G, 2008 Estas formas
diversas de estrés son detectadas por multiple&coiabk citosoélicas o intra-organelas,
las cuales entonces traducen las sefiales a lacaméina, dando por resultado
alteraciones de la membrana mitocondrial extern&fEyl(Newmeyer DD y colbs.,
2003; Zamzami N y colbs., 2001; Green DR y col@04, Kuwana T y colbs., 2002;
Esposti MD y colbs., 2003sta rotura inicial de la MME conduce a la perniletdsl
creciente de las proteinas que estan atrapadasalnoemte entre la membrana
mitocondrial externa (MME) y la membrana mitocoadlriinterna (MMI),
permitiéndoles asi escapar de las mitocondriasfundir al citosol. La MMI es una
membrana altamente enrollada, abundante en pretebrauna composicion lipidica
inusual (Newmeyer DD y colbs., 2003; Sorice M y colbs.,4200uwana T y colbs.,
2002; Esposti MD y colbs., 2003; Esposti MD y cqld¥002). La fosforilacion
oxidativa ocurre dentro de la MMNewmeyer DD y colbs., 2003, Degli Esposti M.,
2002; Shrivastava P., 2004Debido a la importancia crucial de la fosforilatio

oxidativa en producir ATP celular, el cual es tagnbésencial para la sefial apoptoética
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(y la subsecuente formacion del apoptosoma), l[omelms apoptéticos auténticos no
afectan normalmente las caracteristicas de la MWi.embargo, algunas farmacos y
agentes quimioterapicos pueden activar un comptejiproteico que promueve la
formacion de un canal grande en la MMI, el llamgomwro de transicion de la
permeabilidad (PTP(Newmeyer DD y colbs., 2003; Zamzami N y coR@01; Degli
Esposti M., 2002; Shrivastava P y colbs., 2004; éffaduse NJ y colbs., 2001)
Cambios en el potencial de membrana mitocondtah{ cuya fuente de energia es la
fosforilacion oxidativa) a menudo han sido obseosaén células apoptéticas y son
interpretados derivados de la apertura del PTPe®inargo, lo mas frecuente de estos
cambios ocurre después de la pérdida inicial dmeabilidad de la MME, reflejando
una mezcla de dafios mediados por caspasas e idiaygen de caspasas, incluyendo la
apertura del PTR3reen DR y colbs., 2004).

El primero, y probablemente el acontecimiento midpoitante de la via
intrinseca de la apoptosis es la pérdida de imtadrde la MME y la consiguiente
liberacion de proteinas mitocondriales. Entre pasteinas que se escapan fuera de las
mitocondriagSaelens X y colbs., 2004; Kluck RM y colbs., 18989)nas, tales como el
citocromoc, desempefan un papel fundamental en promovestada de caspasas en
la muerte celular, y son conocidos como “factonesptogénicos”. Parece darse una
liberacion jerarquica de factores apoptogénicosamter la muerte celular, con el
citocromoc, Omi/ Htr2A y Smac/Diablo que son liberados primeon cinéticas muy
similares(Saelens X y colbs., 2004 posterior liberacion del AlIF (Factor Inducta d
Apoptosis) y de endo@enninger JM y colbs., 2003; Arnoult D y colb03) esta
unida a un dafilo mas severo de la membrana mitdagridcluyendo la alteracion de la
MMI. Es importante sefalar que un papel apoptogédicecto ha sido demostrado
solamente para el citocronwo Especificamente, el citocronwoes imprescindible para
la activacion de la Proteina Activadora de Apopstdsactor-1 (Apaf-1) y la formacién
subsecuente del apoptosoma, Ultima “maquina detenaelular” (Arnoult D y colbs.,
2004).

El apoptosoma trabaja como una gran plataforma pasiatar y facilitar la
activacion de pro-caspasa-9, una caspasa apitalie intrinseca de la apoptoéiill
MM vy colbs., 2003; Chinnaiyan AM, 1999; SalvesenyG&lb., 2002; Shi Y, 2002;
Cain K y colbs., 2002; Adams JM y colbs., 2002;igzaB y colbs., 2003)Hay una

clara semejanza entre la activacion de la caspgesa-&| DISC y la activacion de la
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caspasa-9 por el apoptosoma, debido a que amldesnass se basan en complejos
multiproteicos para promover la acumulacion deziosdgenos que inician un proceso
de activacion de caspadatill MM y colbs., 2003; Chinnaiyan AM, 1999; Sadea GS

y colb., 2002; Shi Y, 2002; Cain K y colbs., 2088ams JM y colbs., 2002; Baliga B y
colbs., 2003)El apoptosoma, sin embargo, requiere de factegadadores adicionales
para activar completamente la cascada de casp@sascluye entre éstos factores
Smac/Diablo, una proteina que puede actuar re@preste con varias de las Proteinas
Inhibidoras de la Apoptosis (IAP) y desalojarlassieaccion inhibidora con la pro-
caspasa-9 y las otras caspa&s Y, 2002; Cain K y colbs., 2002; Adams JM pxo
2002; Baliga B y colbs., 2003)Como ya se ha mencionado, el Smac/Diablo esta
también presente en las mitocondrias (unidos dineente al MME) y se libera
eficientemente tan pronto como la integridad de M@d8Ealterada después de estimulos

intrinsecos de muerte celul&aelens X y colbs., 200dain K y colbs., 2002

4.2.3.1Bid: Relaciéon Via Extrinseca e Intrinseca

La permeabilidad de la membrana externa mitocohgria via mitocondrial son
crucialmente reguladas por diversos miembros prantirapoptoticos de la familia del
Bcl-2 (Korsmeyer SJ, 1999)L.os miembros anti-apoptoticos incluyen Bcl-2, Bdl-y
Mcl-1, mientras que los miembros pro-apoptéticaduiyen Bax y Bak, también como
proteinas BH3, Bid y BinfMarsden VS y colbs., 200&n particular, las mitocondrias
son dianas de proteinas pro-apoptoticas tales &aroy Bid (Newmeyer DD y colbs.,
2003; Wang X y colbs., 2001; Martinou JC y colB80Q1; Esposti MD, 2002; Zamzami
N y colbs., 2003)El Bid es un potente pro-apoptético que se encadntalizado
normalmente en el citosol, pero también se traaslactravés de las membranas
intracelulares debido a su capacidad intrinsecamtdeaccion lipidica. El Bid dividido
(y en particular su fragmento C-terminal, tBid) aigge una fuerte propensién a unirse
a la mitocondria, donde promueve una efectiva pabitizacion de la MME vy la
liberacion de factores apoptogéenid@ang X y colbs., 2001; Martinou JC y colbs.,
2001; van Loo G y colbs., 2002)a cardiolipina, un lipido mitocondrial o metabolit
de la cardiolipina se considera como el recepttocandrial para el Bid dividido por la
caspasa.
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Aungque actualmente es aceptado que t-Bid constitayenién fundamental
entre el DISC y la mitocondri@vang X y colbs., 20013Jgunas observaciones sugieren
que sefiales paralelas podrian ser enviadas a tandria durante la apoptosis
mediada por los receptores de muerte. Analisisadgelmeabilidad de la membrana
mitocondrial después de la activaciéon “in vivo” Eas en tejidos primarios de ratones
han indicado que el dafio a la MME que conduceimidal liberacién del citocromo
ocurre antes de la activacion palpable de la casp@Bsposti MD y colbs., 2001).
Ademas, con esto queda claro que la induccion depdgtosis por la caspasa 8 es
amplificada a través de la liberacion mitoconddel citocromoc (Kuwana T y colbs.
1998).LeBlanc H y colaboradores (LeBlanc H y colbs., 20@2mostraron que el Bax
es necesariamente requerido para la apoptosisidadpor TRAIL, mientras que un
segundo articulo ha publicado que la apoptosisciddupor Fas es independiente del
Bax. (Wei MC y colbs., 2001)Ademas, evidencias adicionales indican que elCDIS
produce una rapida respuesta que parece ser irdiepende caspas@Siegmund D y
colbs., 2001; Gougeon ML y colbs., 200Bxcluyendo los conocidos mecanismos
mencionados respecto al metabolismo de fosfolipilbssmecanismos por los cuales

vias alternativas de receptores de muerte alcad@amitocondria permanecen

desconocidos.
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5.- ESTRES OXIDATIVO Y APOPTOSIS

El citocromo c esta normalmente unido a la membrana mitocondinigrna por
asociacion con la cardiolipina. La cardiolipinadegtesente solamente en mitocondria y
se encuentra sobre todo en la MMI. Debido a sweésita Unica entre los fosfolipidos,
la cardiolipina confiere fluidez y estabilidad ai@mbrana mitocondrigluominen EK

y colbs., 2002).

A diferencia de otros fosfolipidos, los acidos geasde la cardiolipina
esencialmente se limitan a cadenas C18. La cadenamante C18 en mamiferos es el
linoleico (18:2), el oleico (18:1) y linolénico (1. La naturaleza insaturada de los
acidos grasos confiere especializacion funciondh acardiolipina, que parece ser
necesaria para la funcion 6ptima de muchas dertdsipas implicadas en metabolismo
energético mitocondrial. Este grado de insatura@éntambién importante para la
sintesis de cardiolipina. El palmitato, acido graaturado libre (16:0) encontrado en
plasma a altas concentraciones durante la isquemisabe que activa la apoptosis en
muchos tipos celulares. Es importante conocer tmeapoptosis inducida por el
palmitato en cardiomiocitos neonatales de ratadwmatribuida a una disminucién en el
contenido de cardiolipina, que se correlaciona eagquiométricamente con el grado
de liberacion del citocroma@ en el citosol(Ostrander DB y colbs., 2001Estos
resultados apoyan la observacion de que el patm{t:0) incrementa la apoptosis
(con la liberacion simultanea del citocromjp mientras que el oleato (18:1) promueve
la proliferacién de las células de cancer de pdetandy S y colbs., 2003Ror tanto,
parece que el palmitato estimula el recambio deiagina y disminuye la
concentracion de acidos grasos insaturados preesrsi@ la sintesis de cardiolipina,
reduciendo de este modo las cantidades totalesteléosfolipido.

En vista de la union del citocronma la MMI, parece que las interacciones
electrostaticas e hidrofébicas entre la cardiofipyrel citocromac deben practicar una
apertura para que el citocroraaeje la mitocondria. Al parecer, la permeabiliacie
la MME es escasa para la liberacion del citocrampla activacion de la cascada de
caspasas. Se ha publicado que la oxidacion dedelipina disminuye su afinidad por
el citocromoc y, mas recientemente, que la modificacion oxidatie la cardiolipina
facilita la movilizacion del citocromo de la MMI (Ott M, y colbs., 2002De acuerdo

con estos resultados, se ha hipotetizado que daaidn del citocroma@ durante la
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apoptosis ocurre en un proceso de dos etapas @lieanprimero la separacion de la
hemoproteina de la MMI, seguida por la permeaticzade la MME vy liberacion del
citocromoc al entorno extramitocondrial. Estos resultadoscent que la cardiolipina
desempeia un papel importante no sélo en el méatmkenergético mitocondrial sino
también en la retencién del citocromdentro del espacio intermembrana.

Por lo tanto, estos resultados sugieren que los RCiBan la separaciéon del
citocromoc de la cardiolipina antes de su liberacion al ¢#ema a través de poros en
la MME formados por proteinas pro-apoptoticas. Rehlo, estudios iniciales que
utilizaban particulas submitocondriales de coradénbovinos demostraron que los
ROS generados mitocondrialmente disminuyeron etecidio de cardiolipina en la
membrana, y que éste era simultaneo a una dismdmde la actividad de la citocromo
c oxidasa(Paradies G y colbs., 2000kl contenido de cardiolipina de las particulas se
podia restaurar con la cardiolipina exdgena ageega@ro no con cardiolipina
peroxidada. Los estudios de isquemia de miocamlicoeejo también han revelado que
la produccion creciente de ROS conduce a la oxddagi al agotamiento de
cardiolipina, combinados con la inhibicion de lathadad del complejo IV en
mitocondria. Ademas, el modelo de toxicidad detaghato en neuronas demostré que
el citocromoc est4 liberado en mitocondria de una manera depetedile RO$Manna
SK y colbs., 1998)y la explosion de ROS en neuronas privadas deorfadé
crecimiento muestra que dafia la mitocondria cauwsamth pérdida profunda de
cardiolipina(Atlante A y colbs., 2000).

6.- ADRIAMICINA

6.1-Introduccion

La doxorrubicina es una antraciclina aminoglucésidslada por primera vez de
cultivos de Streptomyces peucetjuy muestra un amplio espectro de actividad
antitumoral en tumores solidos y leucemias. Suaeiféc antitumoral se atribuye
principalmente a la union directa a moléculas deNADa dosis maxima acumulada de
estos farmacos es limitada a 550 mg(irefrak E.A. y colbs. 1973)ara prevenir la

miocardiopatia cronica e irreversible.
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Actualmente se conocen mas de 500 antraciclinak t&e origen natural como
sintético. En particular, la adriamicina (o doxdoita, ADR) es la utilizada en el
presente estudio debido a su utilidad clinica camedicamento contra el cancer.

En general, las antraciclinas muestran una altadafi hacia el ADN y ARN,
que es explicada mediante union por intercala¢@oidman R. y colbs., 1978}sta
intercalacion entre las cadenas de ADN no es etoumnecanismo de actividad
antimitotica. Considerando las propiedades estrailets, fisico-quimicas, y bioquimicas
llega a ser obvio que las antraciclinas son agerte®lejos y que en muchos casos la
actividad antitumoral puede estar separada de partes efectos téxicos. Es decir, la
cardiotoxicidad y los efectos antitumorales se gaemue se basan en diferentes
mecanismos bioquimicos: la toxicidad cardiaca s @ue esta causada por la
peroxidacion lipidica y se puede atenuar por ebfeyol, mientras que la respuesta
antitumoral se debe principalmente a la union aNABs perjudicial y no antagonizada
por el tocoferol.

El uso clinico de la adriamicina muestra un ampBpectro en el campo de la
toxicidad, la mas importante es la cardiotoxicidaelro también PPE (eritrodisestesia
palmo-plantar o sindrome mano-pie) es un efectonskzgio grave dosis limitante.

En cuanto a los agentes especificos que medias ésticidades hay varias
hipotesis: la antraciclina por si misma o uno dersetabolitos, podria ser responsable
del dafio celular. Ademas la terapia con ADR estéraenada y limitada por los
efectos secundarios como toxinas enddgenas oaaaticentracion de galiberado.

Brevemente, algunos de los mecanismos que expécactividad antimitotica son:

() Reduccion a semiquinonkas antraciclinas quindnicas contienen estrustura
que potencialmente pueden reducirse “in vivo” ygluewutooxidarse para
producir peréxido de hidrogeno y otros metaboliteactivos del oxigeno.
Las reacciones de los radicales libres en las gedepparticipar la ADR son
esquematicamente representados-ggufa 5)

(1 Union a la membranala alta afinidad a ciertos lipidos esta fuertetaen
asociada a la peroxidacién lipidica y cambios enes&ructura de las

membranas;
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(Il  Bioalquilacion a través de la activacion metabdlica se formaradical
alquilo que es un potente agente alquilante y esemuencia causa dafo al
ADN;

(IV)  Quelacion de metale$a alta afinidad de cationes bi- y trivalentexss mas
importantes el hierro (férrico y ferroso) y cobhg, (se piensa que es un paso
importante para la reduccion de la activacion yainetizacion de la droga, y

aumento en la produccion de radicales libres.

En el tejido cardiaco perfundido con adriamicinahse observado que ésta se
acumula en dos sitios celulares distintos: nucleatgcondria (Wallace. K.B y colbs.,
2000).Una prueba de los dafios causados por la ADR exconitiria es el aumento de
la cardiotoxicidad. De hecho, los tejidos cardiamosu fraccion mitocondrial alcanzan

el 50% del volumen celular total.
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Figura 7: Reacciones del radical libre de la adriamicina
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6.2- Efectos de la Adriamicina en mitocondria

6.2.1. — Afinidad a los lipidos

Independientemente de las dianas celulares deriradina, para entrar en la
célula ésta debe interactuar con la bicapa lipidiea la membrana celular y
posteriormente cruzarla. La capacidad de interactoa el dominio hidrofilico de la
bicapa lipidica apoya la hipdtesis de que las aistiaas difunden a través de las
membranas pasivamente. Este hecho tiene dos cemsexst (i) las membranas pueden
ser alteradas por la presencia y la reaccion é@dR, (ii) la ADR por si misma, puede
someterse a reacciones que dan lugar a su moddficastructural y, por tanto, a un

cambio de actividad bioldgica.

La mayoria de los estudios sobre los efectos téxieolas antraciclinas apuntan
a la membrana mitocondrial, como el blanco priricida la toxicidad celular.
Morfolégicamente este efecto se manifiesta en ethHd@miento (swelling) y la lisis
mitocondrial, rotura de la criptae y cuerpos inttasondriales densos en £4Singal
PK y colbs., 1986)En la Tabla 1 encontramos los componentes lipidicos de la
membrana mitocondrial interna y exterf@adail D y colbs., 1990)Cabe sefalar que
estas organelas celulares son la Unica estructigacontienen grandes cantidades de
cardiolipina, principalmente en la membrana intetraafinidad de la adriamicina por
la cardiolipina es alrededor de 80 veces mayor Quoe el &acido fosfatidico
(Goormaghtigh E y colbs., 1986).

61



Antecedentes Bibliograficos Capitulo Il

Componentes y Membrana Membrana

Parametros Externa (%) Interna (%)
Acidos Grasos 8.2 7.6
Diacilglicerol 0.3 2.8
Triacilglicerol 0.7 0.6
Colesterol 7.1 2.3
FOS.fatIdI|?O|.Ina 40.9 351
Esfingomielina 1.8 07
Fosfatidilinositol 9.1 5.0
Fosfatidilserina <01 <01
Fosfatidiletanolamina 26.8 265
C.ardlollplr.@ . 4.0 18.0
Lisofosfatidilcolina 0.4 02
Fosfolipidos/Proteina (w/w) 0.5+ 0.06 0.3£0.02
Poteina/Lipidos (w/w) 1.66 + 0.05 2.85+0.5
Colesterol/Fosfolipidos 0.092 +0.007 0.025 +0.002
(mol/mol)
indice de saturacion 0.699 *0.03 0.368 * 0.03

Tabla 1. Analisis de la composicion lipidica de membrar@oondrial.

Medidas de fluorescencia muestran que las antireascke unen a los lipidos y a las
proteinas que componen las membrg@agfin E.A y colbs., 1986).

El acumulo de cardiolipina debido a la presenciaadiaciclinas, podria sin
embargo conducir a la formacion de bicapas localesordenadas dentro de las
membranas y, en consecuencia, a cambios en leeZluidfuncionalidad de dichas
membranas.

A menudo se ha publicado que las antraciclinascapaces de inactivar algunas
funciones enzimaticas por interaccion directa. &itbargo, so6lo en pocos casos esta
interaccion ha sido demostrada. EI mecanismo potual la actividad enzimatica
mitocondrial se inhibe parece ser por unién dedasaciclinas a lipidos que son
esenciales para su funcionalidad. En particulahase&emostrado que la actividad de
varias enzimas mitocondriales es dependiente delippdos. Es decir, NADH
deshidrogenasa, citocromo c oxidasa y citocromoeductasa requieren ciertas
cantidades de cardiolipina para su funcionali(fag M y colbs. 1980; Fry M y colbs.,
1981)
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6.2.2.- Induccidon de Radicales Libres

La hipotesis mas investigada de la toxicidad dADdR es la hipotesis de los
radicales libres. A principios de los afios 70 fuestplado que los farmacos con
estructura quinona pueden producir radicales libiedsoxigeno. Hay principalmente
dos evidencias importantes que apoyan la validda tigoétesis radical, por lo menos
para la cardiotoxicidad: en primer lugar, la camakecidad “in vivo” de la adriamicina
es disminuida parcialmente por los scavengers dealas libres, asi como por
guelantes del hierro. En segundo lugar, los anélalgplas antraciclinas tales como
iminodaunorubicina 5, que ha demostrado poca dasd@dad, no experimentan un
ciclo redox completo, lo que significa que éstefoiona el anion de la semiquinona
(Myers CE y colbs., 1976; Lown JW y colbs., 1979eid CE y colbs., 1987; Myers CE
y colbs., 1979)Puesto que existe una literatura muy extensa ssheemecanismo, aqui
describiremos la capacidad de las antraciclinageterar radicales libres en particular

en la mitocondria.

Con respecto a la induccion de radicales libredaemitocondria, un cuadro
patologico caracteristico de la adriamicina preséatrotura de las mitocondrias y de
las membranas del reticulo sarcoplasmatieerrans VJ, 1978)Estas roturas es una
consecuencia de varios factores, tales como laccetu del potencial de membrana
mitocondrial AW¥) y la formacion del poro de transicién de permigddud seguido por
el hinchamiento de estas organe(@¢bano E y colbs., 1988; Sakurai K y colbs., 2000)

Las antraciclinas son reclicladas mediante un cr@dox, principalmente
mediado por la actividad enzimatica mitocondriakdn por la cual el dafio principal de
los radicales libres se presentara en estos omgEnAbi, la ADR actia como aceptor
alterno de electrones, compitiendo con los aceptadoaturales, los portadores de la
cadena respiratoria mitocondrial. Eso significa gotercepta” el flujo electronico y lo
conduce hacia su propia reduccion. También la mittina, provoca una disipacion
rapida de todos los gradientes transmembrana yieotoApH".

La hipoétesis de los radicales libres no puede eaplia toxicidad total de las
antraciclinas. De estudios clinicos se sabe quesarexterno de antioxidantes (vitamina

E) o descavengersde radicales no pudieron atenuar toxicidades iddscpor la
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doxorubicina, principalmente la cardiomiopatidan-Vieet JF y colbs., 1980)a
disfuncion mitocondrial inducida por la doxorubigies atenuada por el coenzimg, Q
un antioxidante con efectos estabilizadores de mamal{Olson RD y colbs., 1990;
Solaini G y colbs. 1987A pesar de la mayor capacidad de la doxorubicenéotmar
radicales libres “in vitro”, la daunomicina es méficaz en provocar los efectos
cardiotoxicos(Y. Singh y colbs., 198%or otra parte, la toxicidad mitocondrial de las
antraciclinas no siempre se correlaciona con saadad para generar radicales libres:
4-dimetoxi-DNR produce solo ligeramente mas raégdibres que la 4" epiADM,
mientras que su toxicidad “in vivo” es mucho masnpinciadgPraet M y colb. 1993).
La comparacién entre los resultados “in vitro” a Viivo” sin embargo proporciona
evidencias de que la produccion del radicales dilmeede explicar solo en parte las

toxicidades observadas “in vivfPraet My colbs., 1993).

6.2.3.- Desordenes de membrana

La unién de la ADR a la membrana da lugar generdlna un cambio de
funciones celulares tales como transduccion defalsdesplazamiento de proteinas y
lipidos o la transferencia electroni¢@un IL y colbs., 1992Estos diversos efectos son
todos debidos a un cambio en el orden dentro defabrana. Las antraciclinas se unen
a cualquiera de los lipidos y proteinas de la mand{Szwarocka A y colbs., 199&a
disminucién de la fluidez de la membrana inducidala adriamicina ha sido estudiada
por varios afios en diversas lineas celulares yimpastimientos celulares. Una
disminucién del orden de la membrana, resueltagsmnancia espin electrdnica, en las
células K562 con respecto a la produccion de rbdichbres y a la peroxidacion
lipidica consiguiente que ocurre dentro de las ntands es uno de los mecanismos
propuestogMarutaka M y colbs., 1994)También en mitocondria esta disminucién de
la fluidez de membrana fue demostrada Pgura (Ogura R y colbs., 1991kon la
misma técnica ESR, pero sin dar una hipotesis detamismo molecular. Se ha
publicado que el colesterol puede modular la laealdn(Ferrer-Montiel AV y colbs.,
1992) o la asociacior(Escriba PV y colbs., 1990jJe antraciclinas con vesiculas de
membranaAlegria AE y colaboradores (Alegria AE y colb., Tp8lemostraron que
cuanto mas alto es el contenido de colesterol, b&a era la incorporacién de
doxorubicina en las membranas. Es de especial tarppa en este contexto observar
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que la membrana interna mitocondrial esta libre dsesterol. Bafiuelos y

colaboradores (Bafiuelos S y colbs., 19883tienen que el colesterol compite con las
antraciclinas por sitios obligatorios dentro de flegiones hidrofébicas, puesto que el
colesterol, las antraciclinas y sus semiquinonagespondientes tienen residuos

aromaticos voluminosos similares.

6.2.4. Peroxidacion Lipidica

Una de las razones principales de la cardiotoxiciels la peroxidacion de los
acidos grasos cardiacos producida por la AD& Myers y colaboradorgdlyers Ya 'y
colbs., 1977publicaron que la peroxidacién lipidica y la todad cardiaca en ratones
fue reducida por el uso de tocoferol como lipofilicscavengede radicale¢Myers CE
y colbs., 1977)EI tratamiento con tocoferol, sin embargo, no damyo la actividad
antitumoral de la adriamicina hacia el tumor det&se388, demostrando de nuevo que

hay diferentes mecanismos bioquimicos de accidasdantraciclinas.

Una de las razones principales de la toxicidaddmtdupor la doxorubicina es su
reduccion unielectronica a un radical libre semiqui, principalmente al lado de la
NADH deshidrogenasa en las mitocond(@avies KJ y colbs., 1986)a reaccion del
radical AQ con oxigeno molecular da lugar a la facidn en primer lugar de
superoxido y por lo tanto de otros radicales libdes oxigeno, principalmente OH
(Lown JW y colbs., 1982kstas especies reactivas del oxigeno (ROS) peticen la
peroxidacion lipidica de las membranas mitoconesialLas razones por las que
principalmente las membranas mitocondriales estdplidadas en la peroxidacion
lipidica son: (i) la generacién de ROS ocurre eméambrana mitocondrial externa y no
en otros compartimientos citoplasmaticos celularég; la membrana interna
mitocondrial es particularmente rica acidos grgsainsaturados, los cuales presentan
una mayor susceptibilidad a la oxidacién y (iii) d@xorubicina y algunos otros
derivados de antraciclinas tienen una alta afinigad la cardiolipina, lipido que
constituye el 18% de la membrana interna mitocahdNicolay K y colbs., 1984;
Goormaghtigh E. y colbs., 198@espués de la incubacion de mitocondrias de corazé
de rata con doxorubicina, la peroxidacion lipidausd cambios en la fluidez de
membranagM. Praet y colb., 1993stos autoresicubaron mitocondrias de corazon

de ratones con diversos derivados de antracicleaspresencia de NADH vy
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determinaron los indices de peroxidacion lipidioagl método del acido tiobarbitarico
(TBARS). Cuantos mas radicales derivados del sxmiyceran producidos, més alto
era el indice de peroxidacion lipidica. Los prodscprimarios de la peroxidacion
lipidica son los hidroperoxidos lipidicos. Los uderoxidos de la fosfatidilcolina
fueron detectados recientemente por quimioluminmesae (técnica de HPLC) en
corazon de ratones administrados con doxorubi¢iamakura K y colbs., 1997)

demostrando la ocurrencia de peroxidacion lipignchicida por la doxorubicina *“in

vivo”.

6.2.5. Inhibicibn enzimatica de la cadena de tratpode electrones

mitocondrial

Una de las interacciones méas especificas entrdriangicina y la mitocondria
puede ser la interaccion entre la ADR y las enziméscondriales. Muchos de los
efectos secundarios toxicos podrian ser explicpdoda inhibicion de las funciones
enzimaticas. Actualmente, se conoce muy poco aa&da interaccion directa entre
antraciclina y enzimas de la cadena de transper&dattrones mitocondrial.

El analisisin vitro demuestra que la adriamicina y la daunomicinaaransuna
inhibicion dosis-dependiente de la actividad decloocromo c¢ oxidasa (COX).
Papadopoulou y colaboradores (Papadopoulou LC y%0l1993)es, por lo que
sabemos, el Unico que publica una interaccion w@irde la antraciclina y la enzima.
Otros autores ponen de manifiesto que la inactiva@bservada de la actividad
enzimatica mitocondrial es debida a la fijacién lde antraciclina a los lipidos,
principalmente a la cardiolipina, dando por residtan desorden de la membrana. La
interaccion entre la cardiolipina con algunas e@asimde la intramembrana es necesaria

para su actividad y las antraciclinas inhiben esti@sacciones lipido-enzima.

Otro mecanismo importante que puede determinaridurgtion de enzimas
mitocondriales es la transferencia electronicaeeids complejos de la cadena de
transporte de electrones a derivados de la antirecigue dara lugar por un lado a la
interrupcién del flujo electronico a través de &lena respiratoria; y por otra parte la
reduccion de la antraciclina que dara lugar a teméode una semiquinona (AQ) con la

formacion consiguiente de radicales libres del exdég En mitocondria de corazén los
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electrones se desvian de la NADH-deshidrogenasaaalriamicina(Nohl H y colb.,
1983).Esta enzima se asocia al complejo | y catalizidacion del NADH citosdlico,
transfiriendo electrones del citosol a las mitog@sd(Nohl H, 1987; Schonheit K y
colb., 1996).Las mitocondrias de higado que carecen de estaeldaionada con
NADH no pueden convertir la adriamicina en su radisemiquinona. Este hecho
puede, por lo menos parcialmente, explicar la tdact del miocardio a la doxorubicina
(Gille L y colb., 1997).

Ademas ha sido demostrado que la produccion endédensuperoxido es
principalmente debida al escape electronico (dépi¢en el complejo te la cadena
respiratoria hacia el oxigeno molecul@®@itkanen S y colb., 1996; X. Luo y colbs.,
1997).La adriamicina causa una inhibicion significatdela actividad del complejo |,
pero no de los complejo Il y IYYen HC y colbs., 1999kstos autores sugieren que la
disminucién de la actividad del complejo | puede causada por la generacion de
superoxido por la adriamicina, aunque no se propaunguna otra hipotesis para

explicar el mecanismo molecular.

6.2.6. Induccién de la Apoptosis

La cascada apoptética se puede iniciar por praejoa se encuentran limitadas
normalmente al espacio intermembranoso mitocondnealuyendo el citocromo c vy el
factor inductor de apoptos{Zou H y colbs., 1997; Reed JC, 199%%ta liberacion de
proteinas se puede determinar por la rotura de dembrana mitocondrial externa,
causada por la despolarizacigteiskanen KM y colbs., 1998)por otro dafio quimico

de la membrana, incluyendo la antraciclina.

La induccion mediada por antraciclinas mas especifie la apoptosis es la
activacion de algunas de las enzimas que pertergedanclase de las caspasas. La
liberacion del citocroma de las mitocondrias inducido por la ADR deternmsnaunion
a un homologo del CED-4, el Apaf-1, estimulandad#vacion de la caspasa-9 y quiza
de otras seis caspag@ee EA y colbs., 1999; Adrain C y colbs., 1990;$ly colbs.,
1998)
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CAPITULO Ill: MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL

1.1- Productos quimicos utilizados

Los reactivos y solventes utilizados en las diatindeterminaciones analiticas
fueron suministrados por los laboratorios Fluka. (Bbuis, MO, USA), Merck
(Darmdstat, Alemania), Sigma (St. Louis, MO, USRanreac (Barcelona, Espafa),
Fisher Scientific (Pittsburg, PA, USA) Boehringavlahheim, Alemania), Spinreact
(Gerona, Espafa), Invitrogen (Carlsbad, CA, USAjcle (Basel, Suiza), Amresco
(Cleveland, OH, USA), GE Healthcare Bio-Scienceisg@away, NJ, USA), Bio-Rad
(Heércules, CA, USA) y TaKaRa Bio Inc. (Otsu, Shigapan) siendo todos ellos de la
maxima calidad disponible en el mercado. Los pasopara las determinaciones de
vitaminas, proteinas y acidos grasos fueron sutrigigs por Sigma y Fluka (St. Louis,
MO, USA). Los reactivos y solventes organicos dalad HPLC se adquirieron en los
laboratorios Merck (Darmdstat, Alemania). Los amipos requeridos para las
determinaciones de proteinas, mediante western-hleton suministrados por Santa
Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA). laxeites de oliva virgen (Aceites
ABASA S.A) y de girasol (Koipesol) fueron adquirglen un supermercado local y el
aceite de pescado fue suministrado por la compafiéne Products Ltd. Los demas
componentes empleados en la elaboracion de lasdietcompraron a Musal Chemical

(Granada, Espania).

1.2.- Aparatos de uso general

La conservacion de las muestras de tejido hepsticardiaco, asi como de las
alicuotas obtenidas a partir de las distintas fomes celulares empleadas posteriormente
en las determinaciones analiticas, se llevd a eabon congelador de —80 °C, modelo
REVCO (VLT-1786-5-VUA) (Revco Scientific, USA). Lammpones y en general las
soluciones que debian mantenerse refrigeradasyaeagon a 4 °C en un frigorifico
modelo LIEBHERR (Ochsenhausen, Alemania). La pesde€alas muestras y de
reactivos solidos se realiz6 mediante una balaazaretision SCALTEC, modelo SBA-

32 (Denver Instruments, Weda, Holanda). El pH desl@uciones tampon se determind
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con un electrodo combinado de pH (CRISON Instrus)e8.A., Alella, Barcelona).
Previo a cada medida, se realizé un calibrado dbodelectrodo, para lo cual se
utilizaron dos soluciones de pH conocido (4.0002Y elaboradas también por CRISON.
La agitacion de los tubos empleados en las distiiéanicas analiticas se realizd con un
agitador manual modelo STUART SCIENTIFIC, AUTOVORIEMIXER (Jepson
Bolton’s products, Reino Unido). Las solucionesctiwas se disolvieron por agitacion
en un magnetoagitador SELECTA, modelo Agimatic-br@ka, Barcelona, Espafa). La
manipulacion y homogenizacion de las muestras fukegadas a cabo bajo condiciones
adecuadas, para lo cual se conservaron en hielm@igenerado en una picadora
especifica modelo SCOTSMAN, AF-10 (Milan, ltalidara los ensayos analiticos se
utilizaron pipetas automaticas BIOHIT (Biohit Pradi Pipette, Helsinki, Fiflandia).
Tanto las muestras como la solucion madre de caaale las curvas patron realizadas,
se adicionaron con microjeringas Hamilton (Bonad8witzerland). La incubacién
requerida en algunas determinaciones analitichevgea cabo en un bafio de capacidad
12 litros y maximo de temperatura 110 °C, MEMMERScHwabach, Alemania). Las
determinaciones espectrofotometricas se llevamaba en el espectrofotdmetro Perkin
Elmer UV-Vis Lambda 16 y en el UV-Vis Lambda 40. Bos aparatos estan equipados
con un paquete de software disefiado para el anébkgiectrofotométrico. Los aparatos
de uso especifico empleados se detallaran en ceddeulas determinaciones analiticas

realizadas.

1.3.- Animales

El estudio se llevd a cabo con un total de 80 rdtastar machogRattus
norvegicus) suministrados por el Servicio de Produccion Anidela Universidad de
Granada, con un peso inicial de 80-90 g y dividelad.2 grupos experimentales. Desde
el destete se alimentaron con dietas experimentalesteniéndose en jaulas de 4
unidades donde se cuidaron las condiciones de tatope (2022°C) y humedad
relativa (60-70%), con un fotoperiodo de 12 horaduz (8.00-20.00h) y 12 horas de
oscuridad (20.00-8.00h). El agua y dieta les fdenimistrada *“ad libitum”. Los
animales fueron sometidos a un control de pesorsata cuidado y mantenimiento de
se realizo en las instalaciones del Instituto deidlan y Tecnologia de Alimentos de la

Universidad de Granada.
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2. METODOS
2.1.- Dietas

Durante las 13 semanas (91 dias) de duracion tedieslos animales fueron
alimentados con una dieta semisintética e isoetieagéon un 8% en peso como grasa,
qgue cubria todos los requerimientos energéticositsicionales de las ratas. La dieta
empleada fue la AIN-93 G y M, descrita p&eeves P.G. y col. (1993 y 199@)cual

esta indicada para el crecimiento, embarazo, lei@anmantenimiento de las ratas.

Esta dieta se administr6 a nueve de los doce greppsrimentales, ya que al
grupo control se le dio pienso comercial (Harlarérilka, Barcelona). La AIN-93G se
dio desde el destete hasta los 39 dias de vidatMfeque la AIN-93M, se suministrd
durante 52 dias. En laBablas 1, 2, 3 y 4se muestra su composicion y la de los

correctores utilizados.

Componentes AIN-93G (%) AIN93-M (%)
Almidon 38.7 42.6
Caseina 20 14
Dextrosa 13.2 155
Sacarosa 10 10
Aceite* 8~ 8*
Fibra(Celulosa) 5 5
Mezcla mineral 3.5 3.5
Mezcla de vitaminas 1 1
L-cisteina 0.3 0.18
Metionina

Bitartrato de colina 0.25 0.25

Tabla 2: Componentes de la dietd*) La grasa varia para cada grupo (aceite de olixgen,

aceite de girasol y aceite de pescado)
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Componentes Vitaminicos ~ AIN-93G(%)  AIN93-M(%)
Acido Nicotinico 0,3 0,3
Pantotenato Ca 0,16 0,16
Piridoxina-HCl 0,07 0,07
Tiamina-HCl 0,06 0,06
Riboflavina 0,06 0,06
Acido Folico 0,02 0,02
D-Biotina 0,002 0,002
Vitamina K 0,0075 0,0075
Vitamina B-12 0,25 0,25
Vitamina A 0,08 0,08
Vitamina D 0,025 0,025
Vitamina E 15 15
Sacarosa 97,4655 97,4655

Tabla 3: Composicion de los correctores vitaminicos

COMPONENTES

AIN-93G (%)

AIN93-M (%)

Fosfato calcico

Carbonato calcico

Fosfato potasico
Citrato potasico
Cloruro sodico
Sulfato potasico
Oxido de manganesio
Citrato ferrico
Carbonato de zinc
Carbonato de manganesio
Carbonato cuprico
lodato potasico
Selenato sodico

Paramolibdato amonico
sacarosa en polvo

35,7
19,6
7,078
7,4
4,66
2,4
0,606
0,165
0,063
0,03
0,001
0,001025

0,000795
22,1026

35,7
25
2,8
7,4

4,66
2,4

0,606
0,165
0,063
0,03
0,001
0,001025

0,000795
20,9806

Tabla 4: Composicion de los correctores minerales
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PIENSO COMPLETO

Analisis (%) Aditivos (Kg)
Proteina bruta........15,6 Vitamina A............7.500 Ul
Materias grasas Vitamina D3..........1.500 Ul
BB oot Vitamina E............ 15 mg
Celulosa bruta......... 4.8

Sulfato cuprico

Cenizas brutas........2,8 Pentahidratado... .. 14,7 mg

Composicién: granos de cereales, productos y subproductos de granos
de cereales, productos y subproductos de semillas oleaginosas,
productos de panaderia y fabricacidén de pastas alimenticias, minerales,
semillas oleaginosas, productos de pescado.

Tabla 5: Composicion del pienso de la dieta

La variacion existente entre los grupos experiaientviene dada por el tipo
de grasa de la dieta. Las dietas se prepararorsémente, y para su elaboracion se
conté con un molinillo industrial eléctrico. Los roectores tanto mineral como
vitaminico se prepararon por separado con mortgistjo y se guardaron en un lugar

fresco y al abrigo de la luz.

Para la elaboracion de la dieta se pesaron lopa@oemtes de la dieta base y a
continuacion se afadié la cantidad complementadacdrrectores vitaminico y
mineral. El dltimo componente en afiadir fue el teceCon todo esto se preparé una
mezcla que se tamizo en el molinillo. La dieta ctatgppse guardd protegida de la luz

a 4°C, con el fin de evitar enranciamientos y aoimaciones ambientales.

En laTabla 6 se muestra la composicion en acidos grasos dechites empleados en el

estudio.

75



Material y Métodos Capitulo IlI

ACIDOS GRASOS ACEITE DE OLIVA VIRGEN ACEITE DE GIRASOL ACEITE DE PESCADO
C16:0 8,3 6,4 17,1
C16:1n9 1,1 0,1 9,6
C18:0 3,2 4,7 2,7
C18:1n9 77,7 24,2 15,1
C18:2n6 3,2 62,8 2,8
EPA 0,2 0,1 18,6
22:6n3 0,0 0,0 10,5
Sat 12,6 11,5 30,5
MUFA 83,7 24,4 30,1
n-6 PUFA 3,3 63,7 8,2
n-3 PUFA 0,4 0,4 31,3
PUFA>n-6 0,1 0,9 15,5
PUFA>n-3 0,2 0,2 29,1
PUFA 3,7 64,1 39,4
MUFA/PUFA 22,9 0,4 0,8
n-6/n-3 5,5 171,0 0,3
Ole/Lino 24,1 0,4 5,4

Tabla 6: Composicion en acidos grasos de los aceites

2.2.- Animales

Los animales del estudio fueron divididos al azar les siguientes grupos

experimentales:
« Control: Grupo que consumia pienso comercial (C))

« Control + ADR 2.5 Grupo que consumia pienso comercial y que estuvo
sometido de forma exdgena a la induccion de apisptosediante la
administracion intraperitoneal de adriamicina,apana dosis de 2.5 mg/kg/dia.
(Czs)

« Control + ADR 10 Grupo gue consumia pienso comercial y que estomvesdo
de forma exdgena a la induccion de apoptosis meditmn administracion

intraperitoneal de adriamicina, para una dosisGmg/kg/dia. (&)

» Oliva Virgen: Grupo que consumia aceite de oliva virgen comeaifiiente

grasa y que no estuvo sometido a la inducciérpdptasis. (O)

* Oliva Virgen + ADR 2.5 Grupo gue consumia aceite de oliva virgen comoaini

fuente grasa y que estuvo sometido de forma exé@émanduccion de apoptosis
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mediante la administracion intraperitoneal de awlicéana, para una dosis de 2.5
mg/kg/dia. (Qs)

» Oliva Virgen + ADR 10 Grupo que consumia aceite de oliva virgen comoalinic
fuente grasa y que estuvo sometido de forma exd@émanduccion de apoptosis
mediante la administracion intraperitoneal de awlicana, para una dosis de 10
mg/kg/dia. (Qo)

» Girasol Grupo que consumia aceite de girasol como Unmatéugrasa y que no

estuvo sometido a la induccion de apoptosis. (G)

e Girasol + ADR 2.5:Grupo que consumia aceite de girasol como Unieatéu
grasa y que estuvo sometido de forma exdgena adiaccion de apoptosis

mediante la administracion intraperitoneal de adiéana, para una dosis de 2.5
mg/kg/dia. (Gs)

» Girasol + ADR 10:Grupo que consumia aceite de girasol como Unieatéu
grasa y que estuvo sometido de forma exdgena adiaccion de apoptosis
mediante la administracién intraperitoneal de awlicana, para una dosis de 10
mg/kg/dia. (Go)

» Pescado Grupo que consumia aceite de pescado como Urecdéefgrasa y que
no estuvo sometido a la induccion de apoptosis. (P)

* Pescado + ADR 2.5Grupo que consumia aceite de pescado como Urecdefu
grasa y que estuvo sometido de forma exdgena adiacéion de apoptosis
mediante la administracion intraperitoneal de adicana, para una dosis de 2.5
mg/kg/dia. (R5s)

e Pescado + ADR 10Grupo que consumia aceite de pescado como Ureceefu
grasa y que estuvo sometido de forma exdgena adiacceion de apoptosis
mediante la administracion intraperitoneal de awlicana, para una dosis de 10
mg/kg/dia. (o)

77



Material y Métodos Capitulo IlI

Figura 9: Disefio experimental del estudio

Los grupos experimentales sin adriamicina se l@meato con la dieta
correspondiente durante 13 semanas (91 diashadlde cuyo periodo se les sacrifico.
Los grupos experimentales con adriamicina se lieseato igual, aunque durante los
dos dias previos al sacrificio se les administra dasis intraperitoneal de adriamicina,
a primera hora de la manana. Las dosis de adriamaicutilizadas fueron de 2.5
mg/kg/dia y 10 mg/Kg/dia y ésta fue suministradagigma.

2.3.- Sacrificio de los animales y obtencion deldado

A las 13 semanas los animales fueron sacrificapos desnucacion cervical y
posterior decapitacion por guillotina. Posteriorteese procedié a la obtencion del
higado, 6rgano objeto de estudio, el cual fue lavawh suero fisioldgico, y
posteriormente secado, pesado y guardado protegid@ luz y en hielo picado. Previa
eliminacién de tejido graso y restos vasculares, tfoceado y pesado de nuevo. Fue
procesado el mismo dia de la extracciilyunas fracciones de higado necesarias para

biologia molecular se pasaron por nitrogeno liqyide almacenaron a -80°C.
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Figura 10: Sacrificio por guillotina y obtencion del higadd daimal.

2.4.- Procesamiento del higado y obtencion de lasstintas fracciones

celulares
El método utilizado para la obtencion de mitocoaslrfue descrito pdfleischer

y col. (1979) El higado se troced y se resuspendido en 25 ntanigdén sacarosa-
albimina (sacarosa 0,32M, Tris 10mM, EDTANAMM vy Albumina 1%).
Posteriormente se pasé por unachilla automaticamodelo PT 10-35 Polytron
Kinematica AG, (Lucerna, Suiza) para un mejor fracamiento del mismo. Finalmente
se homogeniz6 en un homogenizador mecanico, aaidstiton pistilo de teflon Heildolf
RZR1, (Colonia, Alemania) y péter -Eveljheim ddno (AFORA, Espafia), tras lo cual
fue centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutosrenagentrifuga refrigerada Beckman
J-21, con un rotor JA-20 a 4°€El pellet se elimind y el sobrenadante obtenidélge

con una gasa para una mejor eliminacion de la grasstos de tejido. Este sobrenadante
se volvidé a centrifugar a 8000 rpm durante 20utuis, tras lo cual el precipitado
resultante, que ya se trata de mitocondrias, sgeced a 4°C en un bafio de hielo picado

y en oscuridad. El sobrenadante obtenido en estaalitentrifugacion, fue pasado a otro
tubo y centrifugado a 10000 rpm durante 10 minut®s; esta centrifugacion el
sobrenadante se mantuvo en hielo picado y en dscljnmientras que el pellet fue unido
al pellet anterior, resuspendiéndose en 25 ml oipda sacarosa para las mitocondrias

hepaticas. El pellet obtenido representa la fracantocondrial, la cual se centrifugo a

12000 rpm durante 10 minutos.

79



Material y Métodos Capitulo IlI

El pellet obtenido de esta ultima centrifugacide fesuspendido en 2 ml de
tampdn sacarosa, y se repartié en viales eppeqderfueron almacenados a -80°C hasta
su analisis. El sobrenadante obtenido de la cegaifa 10.000 rpm. consiste en la
fraccion citosdlica, esta fraccion también se refpagn viales eppendorf que fueron

almacenados a -80°C hasta su estudio.

Extraccion de mitocondrias

Organo
1.- Troceado con tijeras 2.- Troceado con cuchilla 3.- Homogenizacion
" | XA ': ?ﬁ : ) o
i . . -‘k \ . "4

Centrifugar 2500 rpm 10" a 4°C

% Sobrenadante
-filtrar con gasa
-Centrifugar a 8000 rpm
20" a 4°C
Desechar pellet K
/
Resuspender en
25ml Sobrenadante
? Centrifugar a -filtrar con gasa
12000 rpm 10° ﬂ -Centrifugar a
< 10000 rpm 10" a 4°C

Pellet mitocondrias

ﬂ grandes
Pellet de
mitocondrias Sobrenadante
totales Vo - Filtrar con gasa
- Ultracentrigugara
Pellet miEocondrias 35000 rpm 45
pequefias
Resuspender en ?
2 ml de tampdn
E >/ Guardar

Guardar en ependorf
2 -80°C

en ependorf a -80°C
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2.5.- Determinaciones en Plasma

2.5.1.- Determinacion de Colesterol total plasmatic

El colesterol en plasma se determino mediante ticdiercial de Spinreact
(Barcelona, Espafia), basado en reacciones enzasxdidorimeétricas (CHOD-PAP)

segun el método descrito pgRichmond et al (1972) y Fasce et al (1982):

. CHE
Esteres colesterol + ,8 » Colesterol ¢.Arasos
CHOD
Colesterol + Q > 4- colestea + HO,
H,O, + 4-AF + Fenol POD » Quinonimina + HO

CHE: colesterol esterasaCHOD: colesterol oxidasaPOD: peroxidasa

Primeramente, se disolvié el contenido de enzifmesoxidasa, colesterol
esterasa, colesterol oxidasa y 4 aminoantipirire) 20 ml de tampon. La solucion
reactiva estable 4 meses en nevera o 40 dias @n&im@ ambiente se protegio de la
luz.

Para dicha determinacion en plasma se preparar@ntaiestras, el blanco y un
estandar. Para las muestras se puso (4,%le muestra+5Q4 de reactivo), para el
blanco 5044 de reactivo y para el estandar (26de un estandar de colesterol + B0
de reactivo) Esto se mezclo y se determind la absorbanciagmactrofotometria a una
longitud de onda de 505 nm tras una incubaciénseufaea 37 °C durante 5 minutos,
empleando cubetas de 1 cm de espesor. El equipjusi® a cero con el blanco de
reactivos.

El célculo de dicha concentracion se determindlaaiguiente formula:

(D.O muestra / D.O estandar) x concentracion déhéar de colesterol (200 mg/dL)

mg/dL x 0.0258 = mmol/ L (sf
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2.5.2.- Determinacion de Triglicéridos plasmaticos

La concentracion de triglicéridos en plasma seerdéhd mediante un kit
comercial, test enzimatico-colorimétrico (GPO-PAMste método descrito por
Pestaneret al (1975), consiste en la hidrélisis enzimatica dettalicéridos a glicerol
el cual mediante la glicerol kinasa y la glicereb®dasa, libera perdxido de hidrogeno
que se valora mediante la reaccion de Trindercderdo a las siguientes reacciones:

Trigliceridos + HO lipasa » Glicerol + ABrasos
. GK .
Glicerol + ATP » Glicerol-3-fosfato + ADP
Glicerol-3-P + Q GPO » DihidroxiacetoRa+ HO;
H,O, + 4 AF + p-clorofenol peroxidasa ,Quinona + 440

GK glicerol quinasa;GPQ glicerol fosfato oxidasaAF: 4-aminofenazona

La cantidad formada de quinona, es proporciondh aconcentracion de
triglicéridos presente en la muestra. La metodal@géeguir consiste primeramente en
disolver un vial con enzimas (lipoproteinlipasaiceflol kinasa, glicerol-P-oxidasa,
peroxidasa, 4-aminofenazona,ATP) en 20 ml de tamp8ta mezcla de reactivos es
estable 6 semanas a 2-8°C o una semana a 15-25°C.

Para dicha determinacién se prepararon las muestehdlanco y un estandar.
En las muestras se pusieron (2de muestra + 20Q4 de reactivo), para el blanco 200
M de reactivo y para el estandar (@ de un estandar de triglicéridos + 20d de
reactivo). Esto se mezclo y se incubo 5 minutos a 37°C. Rosteente la densidad
Optica se midié por espectrofotométria a 505 memté al blanco de reactivo.

El célculo de dicha concentracion se determindlaaiguiente formula:

(D.O muestra / D.O estandar) x concentracion déhear de triglicéridos (200 mg/dL)

mg/dL x 0.0113 = mmol/ L (Si)
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2.5.3.- Determinacion de Creatin Quinasa plasmatc
La concentracion de creatin-quinasa (CK-NAC) ensmpla se determiné
mediante un test cinético descrito fezasz et al(1976), después de la activacion

mediante N-acetilcisteina. El fundamento del méisadasa:

Creatin-fosfato + ADP L, Creatina + ATP

ATP + Glucosa "% | Glucosa-6-P + ADP

Glucosa-6-P + NADP G6PDH | Gluconato-6-P + NADPHH+

La oxidacion de NADP a NADPH es directamente proporcional a la actigid
de CK. Para dicha determinacion se realiza unre@motest. Primeramente se disuelve
un comprimido que contiene (NADPADP, AMP, diadenosin-5-P, hexoquinasa, G-6-
PDH, N-acetilcisteina, creatin-fosfato) en 2,5 n& thmpon. Este monoreactivo es
estable 24 horas a 15-25°C o 5 dias a 2-8°C. Ramaetlida de creatin quinasa se
pusieron en eppendorf 63)bde monoreactivo y 2,Al de muestra. El contenido de los
eppendorf se mezclo y tras incubar 2 minutosos®mtla lectura en espectrofotometro.

También se tomo la lectura a los 5 minutos de hateclado. Dichas lecturas
se realizaron en espectrofotometro frente alairea longitud de onda de 340 nm .
Para el calculo de dicha concentracion se deterglindlor medio de los incrementos
de extincién por minutoX E/min), teniendo en cuenta que dicha determinas®n

realizd entre 25 y 30 °C:

A E/min x 4127 = U/L

2.6.- Determinaciones en mitocondrias de higado

2.6.1.- Determinacion cuantitativa de proteinas eritocondrias hepaticas

La cuantificacion del contenido proteico de ladindias fracciones celulares, ha

sido realizado utilizando el método de Lowry y co(tt951).

Se basa en dos reacciones complementarias:
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* Biuret; caracteristica de grupos Nélie da color violeta.
» Folin; propia de grupos fendlicos con OH reductayes da color azul.

Los reactivos utilizados fueron una solucién deaszga pH 7, reactivo Biuret
extemporaneo (compuesto por Solucion A:388, al 2% en una soluciéon de NaOH
0.1 N y solucion B: SECu.5H0 al 5% vy tartrato sodico al 1%, mezcladas ambas en

proporcion 50/1) y reactivo Folin comercial, dilaid la mitad con agua bidestilada.

Se tomaron tubos de ensayo (dos para cada muasfeeyse hacen por duplicado), y se
afadieronlO pl de muestra de mitocondrias de higado. Estos \eé@s se completan

hasta 1ml con agua bidestilada o tampon sacarosad® esto se adicionan 5 ml de
reactivo de Biuret, se agita y se esperan 15 msntosteriormente se adicionan 0.5 ml
de reactivo de Folin, se agita y se esperan 20 tospumanteniendo los tubos en
oscuridad. La reacciéon que se produce se leyo ahswbancia de 640 nm. La densidad
Optica de las muestras se determiné mediante deernde un espectrofotometro Perkin
Elmer UV-VIS Lambda-16 (Norwalk, Conneticut, USAJrcun software disefiado para

el andlisis espectrofotométrico UV-Winlab.

La concentracion en proteinas se calcul6 siguidém@auacion de Lambert-Beer
con los datos de la curva patron realizada comuiltall sérica bovina (Sigma, St Louis,
MO, USA) de 50Qug/ml.

2.6.2.- Determinacion de Sustancias Reactivas debld Tiobarbittrico (TBARS)

Se ha empleado esta técnica como aproximaciémgdmido en malondialdehido
(MDA) de las membranas mitocondrial€3r enius, S. y colaboradores. 1977Es una
de las técnicas mas empleadas y por eso, indepésmiiente de su baja especificidad,
ha sido empleada. Esta técnica se basa en ladgeatsi acido tiobarbittrico (TBA) con
el MDA para dar lugar a un pigmento de color rdSansiste en afiadir a 1Q0 de
muestra 0,75 ml de TBA al 8% y 0,75 ml de &cidaiecéal 20% en agua. Se incuba
durante 15 minutos a 100°C, se centrifuga durabtenihutos a 2500  para que

precipiten las proteinas (por accion del acéticed Jee la absorbancia a 532 nm.
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2.6.3.- Cuantificacién del nivel de Hidroperéxidos

Para la cuantificacion de hidroperdxidos en mitac@s se ha realizado la
técnica deliang y colbs.(1992) con ligeras modificaciones. La técnica bsigada en la
rapida formacién de hidroperéxidos mediada por s&axion de F& a FE* bajo
condiciones &cidas. El Feforma un croméforo con el xilenol orange que absar 560
nm. Esta técnica se utilizé originariamente papmgdroteinas y ha sido adaptada a

membranas bioldgicas mitocondriales.

Se emplea el reactivo de Fox, el cual estd compyest acido sulfurico 250 nM,
BHT, xilenol orange, amoniosulfato amonico ferrgsmetanol. El reactivo se protege

de la luz, almacenandose en una botella opaca.

La muestra y el AAPH (30) (2,2-azobis-aminopropano), compuesto
hidrosoluble que genera radicales libres a unaciddd constante, se incuban durante 30

minutos a 37°C al cabo de los cuales se afiadeXelyR@s 60 minutos se lee a 560 nm.

La concentracion se calcula realizando una curv@Ompaa partir de una
disolucién de rbutil hidroperéxido e interpolando las densidadpscas medidas en

ella.

2.6.4.- Swelling Mitocondrial

El método empleado para estudiar el swelling mitdoal se basa en la
monitorizacion continua en espectrofotometro delcdaso de densidad éptica de una
preparacion de mitocondrias frescas a 540nm dutar@énora o mas, segu. Sakurai
y colbs. (2000).

Para cada muestra, se tomo6 la cantidad de 1 mpgrateina mitocondrial.
También se puso 1248 de hidroperéxido de cumeno 0.5 mM y se completstdn un
volumen final de 2.850 ml con tampodn sacarosa (M2 sacarosa y 10 mM Tris-HCI)
pH 7.4. Seguidamente se incubaron durante 10 nanat87°C. Trascurrido este tiempo
y antes de monitorizar las lecturas en un espettiofetro Perkin Elmer UV-Vis
Lambda 40, se adiciono a las muestras {I5@e succinato 5 mM, y se preincubo a 37

°C durante 5 minutos. Las lecturas se tomaron teiZhminutos a 540 nm.
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2.6.5.- Medida del Potencial de Membrana Mitocoralr{4y)

El método seguido para determinar el potencial denbmrana mitocondrial fue
descrito porK. Sakurai y colb. (2000pajo condiciones experimentales similares a las

del swelling, aunque aqui se utilizo 0.2 mg degira mitocondrial.

El AW se midi6 incubando las preparaciones mitocondrialarante 10 minutos
a 37°C con tampo6n sacarosa-Tris y con succimatd,5/ durante 5 minutos a 37°C con
Rodamina 123 0.7uM. Posteriormente se midié el cambio de fluoresieemn un
fluorimetro Luminescence Specttrometer LS50B (Pekimer, U.K) con control de
temperatura y agitacion, a una longitud de exdtadie 420-520 nm y una de emision de
520-650 nm. Las medidas fueron tomadas de formi@nc@ncon agitacion y temperatura
constante. La determinacion dint se realizo a través de la intensidad de flueresea

de las muestras.

2.6.6.- Medida de la Actividad y Cantidad de la Asiatasa (Complejo V)

Para la medida de la cantidad y actividad del CejopV (ATP Sintasa; EC
3.6.3.14) se ha usado un kit de microplacas (Mim®es, Eugene, OR, USA). Para
ello, el complejo V es inmunocapturado dentro dg pocillos. La enzima funciona
hidrolizando el ATP a ADP vy fosfato. Esta produccide ADP esta acoplada a la
oxidacion de NADH a NAD, el cual es monitorizado como una disminucion &n |
absorbancia a 340nfhotscher y colbs., 1984)a actividad de hidrélisis de ATP y la
consiguiente reacciéon acoplada es inhibida poti¢gmicina (inhibidor especifico del

complejo V). Lareaccion global es la siguiente:

Complejo vV
P ADP + Pi

A
@

PK

'

Piruato PEP

LDH
NADH k » Lactato + MAD+

1 340nm

Figura 11: Reaccion ATP sintasa
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Posteriormente, en los mismos pocillos, se midi@cdatidad de enzima por
adicién de un anticuerpo especifico del Compleo¥Xjugado con fosfatasa alcalina. La
fosfatasa cambia el substrato de incoloro a arag@dld5nm). Esta reaccion es tiempo-

dependiente de manera proporcional a la cantidgualeina capturada en el pocillo.

Esta prueba es disefiada para el uso de mitocopdirifcada. La muestra de
mitocondria homogeneizada fue congelada, descateyejaconvertida en pellet, y
entonces resuspendida hasta una dilucion 5.5mgiotéipa. Las proteinas han sido

extraidas con detergente y marcadas dentro dengo tmeal.

El microplacas utilizado es Sinergy HT (Bio-Teksttument, Vermont, USA). El

software utilizado es Gen 5.

2.6.7.- Perfil Lipidico de las Membranas Mitocondies

Para la determinacion de los acidos grasos se pkeado la técnica deepage y
Roy (1986) mediante la cual se puede hacer en un solo pasmétilacion vy
transesterificacion de las muestras. Se parte @qilffe muestra a la que se adicionan
100 ul de estandar interno (0.4 mg/ml), 2 ml de una naede metanol:benceno (4:1) y
200 pl de cloruro de acetilo, se agita con cuidado, iseran los tubos y se incuban
durante una hora en un bafio a 100°C. Al cabo detieshpo se sacan los tubos y se
dejan enfriar hasta alcanzar la temperatura anmbiéntontinuacion se adicionan 2 ml
de una disolucién de carbonato potasico al 6% igme tpor objeto parar la reaccion y
neutralizarla; se centrifuga durante 15 minuto9@02pm con el fin de separar las fases.
La fase superior bencénica es retirada con pipettepr capilarizada y conservada con
la fraccion lipidica. Posteriormente se evapora® lgajriente de nitrégeno y los lipidos
gue quedan en el fondo del tubo son resuspendidoSOqul de hexano para ser
analizados en el cromatografo de gases modelo 9B-S@ries Il (Hewlett Packard,
Palo Alto, CA, USA), equipado con un detector d@zacion de llama. EI método tiene
una duracién de 40 minutos y la siguiente ramptederatura: 5 minutos a 160°C; 6
°C/min hasta alcanzar los 195°C; 4 °C/min hast2288C; 2 °C/min hasta los 230°C; 12
minutos a 230°C y 14 °C/min hasta 16082 empleé una columna $P2330 F.S
(Supelco Inc. Bellefonte, Palo Alto, CA, USA) de B®0de longitud, 32 mm de i.d. y un
grosor de 20 mm; y un inyector automatico Hewletkiaed 3393 A.
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Los resultados han sido expresados como porceséhjmotal de acidos grasos
detectados en el cromatograma. Effigara 12 se muestra un cromatograma tipico de

los obtenidos con nuestras muestras.
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Figura 12: Cromatograma tipico de una muestra de membranaanitivial hepatica.

2.6.8.- Extraccion y Determinacion de Ubiquinonas Vitamina E por HPLC en

mitocondria.

Basandonos en el método Keoger (1978),las ubiquinonas y Qo Yy el a-
tocoferol de la membrana mitocondrial fueron exiwai utilizando una mezcla de

metanol: éter de petrdleo 60:40.

Para la extraccion previa, partimos de un volumeemdestra de 1 mg de proteina
de mitocondrias hepaticas y se llevé a 0.5 ml dexdgdestilada, adicionando después
2.5 ml de la mezcla metanol: éter de petréleo B0¥a mezcla se agitd vigorosamente
durante 15 s en vortex y centrifugd a 3000 rpm rmerdl0 minutos a 4°C en una
centrifuga de brazos oscilantes Beckman GS-6R (BackFullerton, CA, USA) con el

fin de que las fases quedaran perfectamente da$nid
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La fase etérea superior fue retirada con una pipmpdarizada y se pasé a otro
tubo que se guard6 a 4°C; al tubo primitivo sedieian6 1 ml de éter de petréleo,
volviéndose a agitar y centrifugar. La fase etédeaida en esta segunda centrifugacion
se mezclo con la anterior. Una vez unidas las dtsaziones se cerraron los tubos

perfectamente y se guardaron a -20°C hasta ssianali

Todas las extracciones de un mismo grupo se reatizel mismo dia utilizando
siempre hielo picado y preservando de la luz era qabo. El dia de la analitica se
secaron bajo corriente de nitrégeno y se resuspenmden 20Qul de la fase movil para
determinacion por HPLC, pinchandose 1i5de esta resuspension en el HPLC y

consiguiéndose asi la separacion cromatografica.

La determinacion se realizo mediante separaciomatagrafica liquida de alta
resolucion (HPLC) en fase reversa, siguiendo elod@tde Battino y col. (2001),
utilizando una columna Spherisorb S5 ODS | de IB46 cm con una precolumna de
igual relleno. El instrumento utilizado fue un Bewn Gold System, equipado con un
detector Diode array 168 y un horno de columna KBem) para garantizar que todos

los analisis se realizan a 22°C.

La fase movil empleada fue una mezcla de etanal IH®L.C y agua bidestilada en
proporcion 97:3, siendo la velocidad de flujo dd/tminuto y la duracion del método de
25 minutos. También se utilizo un inyector autoowtiVaterS" 717 plus Autosampler
(GenTech Scientific, NY,USA) .

Las concentraciones fueron determinadas mediardecurva patron realizada a
partir de estandares puros de cada compuesto nediatectura en espectrofotdmetro
de las diluciones de esos patrones en soluciéroletany su posterior inyeccion de
forma seriada en el HPLC. De este modo se consbtmyeurvas patrén de las

respectivas moléculas, pinchando a concentracieegentes.

89



Material y Métodos Capitulo IlI
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Figura 13: Curva patron de-tocoferol, CoQy CoQoen HPLC.

2.6.9.- Microscopia Electrénica de Mitocondrias kidas de Higado

Las imagenes de las mitocondrias aisladas de digadnicroscopio electrénico
se obtuvieron tras llevar a cabo un proceso deidijay cortado de las mismas. Tras la
extraccion mitocondrial, se tomaron 400 pl del &ty y fueron prefijados durante 2
horas a 4°C en un buffer a pH 7,4 al 1,5 % de faemedo y 1% de cacodilato.
Posteriormente, se centrifugo a 2900 rpm en unaifteya de mesa Hettich Zentrifugen
EBA12 (Tuttlingen, Genesys Instruments 1995). Hrepadante se elimino y el pellet
tras ser lavado 3 veces con buffer de cacodit#dijjo con tetroxido de osmio al 1%
durante 60 minutos entre 0-4°C. Seguidamente |&stmas se deshidrataron con etanol,

se fijaron en resina epon y se incubaron todathe a 65°C.

Esta resina se corto en secciones ultra-finas @enrd@ con un cuchillo de
diamante usando un ultramicrotomtirakut S ReichertTodas estas secciones fueron
marcadas con acetato de uranilo y fijadas con ®gwlude citrato de plomo, siendo
visualizados por microscopia electronica. Para s#outilizé un modelo Carl Zeiss
EM10C de 40000x (Oberkochen, Alemania).
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Figura 14: Imagenes digitalizadas de tejido mitocondrial liepa

Las imagenes digitalizadas fueron analizadas cpnogirama de dominio publidsnage
J (National Institutes of Health - NIH, USA) paraattiificar el area, la circularidad y la

densidad media e integrada de las mitocondriaadasl|

Para el célculo de la circularidad, se utiliz6 gugente algoritmo: circularidad =
4n(&rea/perimetr). Un valor de 1 indica un circulo perfecto y a idadjue el valor se

aproxime a 0.0 nos indicaria un poligono alargado.

También se obtuvieron valores de Densidad Opticdidleue se define como promedio
de densidad optica dentro de la seleccion. Esrfeagie los valores de densidad Optica

de todos los pixeles seleccionados divididos pariaiero de pixeles.

2.7. Determinaciones en tejido hepatico

2.7.1.- Extraccion de ADN para estudio de delecismeitocondriales

En la extraccion de ADN para la medida de las dmbes del ADNmt ha sido
utilizado Mini Kit QlAamp DNA (Quiagen, USA). El AR purificado son fragmentos
pequeiios de entre 20-30 kb predominantemente. EN A2 esta longitud se
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desnaturaliza completamente durante un ciclo térpicliendo ser amplificado con una
alta eficiencia. Para un mantenimiento del ADMugd plazo el mismo fue conservado
a -20°C.

2.7.2.- Determinacion de la concentracion de ADN

La medida de la concentracion y la calidad del ADMocondrial de tejido
hepéatico se realiz6 mediante Nanodrd{D-1000 Espectrofotémetro (Wilmington, DE,
USA). La unidad de absorbancia medida a 260 nnvatgua 50ug/ml de muestra y la
relacion entre absorbancia a 260 nm y absorban2&aim (ABSsod/ABS,g) al grado

de pureza de las muestras.

2.7.3.- XL-PCR

La deteccidn y la cuantificacion de deleciones AlBNmt se ha llevado a cabo
mediante PCR modificad&€hen H, y colbs., 2001).

La PCR tuvo lugar en un termociclador iCycleriQ edéibn system (BioRad,
Hercules, CA, USA). La mezcla de reaccion conténdang de ADN total de rata, 4
pmol de cada oligonucleétido de primer, 4@00l/L de mezcla de dNTP y 0.5 U de
enzima LA Taq (Takara Otsu, Shiga, Japan) en uanveh total de 1Q@l. Los primers
usados (Invitrogen, CA, USA) para la amplificacida los genomas mitocondriales
(14.3-kb) eran 5- ATATTT-ATCACTG-CTGAGTCCCGTGG-3(forward) y 5'-
AATTTCGGTT-GGGGTGACCTCGGAG-3" (reverse). Las condies para la PCR
consistieron en una desnaturalizacion inicial daeiduto a 94 °C, seguida por una fase
intermedia de 26 ciclos formada por una primergpatde desnaturalizacion (94 °C
durante 15 segundos) mas una etapa de hibrida@ategsion (68 °C por 10 minutos), y

una extension final a 72 °C durante 10 minutos.

Los productos de la PCR fueron cargados en geless® de Agarosa Molecular
Biology Grade (Fisher Scientific, Pittsburgh, PASA) y 0.5ug/mL de bromuro de
etidio (Bio-Rad, CA, USA) y sometidos a una elefdresis mediante una fuente de
alimentacion (Bio-Rad, CA, USA) a 70 v durantedds. Como marcador proteico se
utilizd6 DNA Molecular Weight Markekr 11 (0.12-23.kbp) de Roche (Penzberg,
Alemania).
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La intensidad de las bandas fue medida por anéésia imagen seguido por una
densitometria cuantitativa con el software Images@u(version 3.3 Molecular

Dinamics).

04— T e

T
0 50 100 180 200 250

Pixel Position

|
3 .

18VH24| -

i | o

2104

Figura 16: Medida de deleciones del ADNmt mediante XL-PCR

2.7.4.- Western Blot

La técnica utilizada fue descrita por primera ver Ppowbin y colbs. (1979ksta
técnica esta llevada a cabo en varios pasos osetd&tsra la extraccion de proteina total
de tejido, se partié de un peso determinado delmr@50-100 mg de tejido). Este tejido
se corto en trozos pequefios y se mezcl6é con bdéfextraccion (NaCl 10mM, EDTA
2mM, EGTA 5mM, NaF 50 mM, Sodio B-glicerofosfator@®l, Sodio ortovanadato
21mM, Tris 10 mM PMSF 1mM, Cocktail Inhibidor de ofrasas 0.3-1%) El
homogenado se dejo en hielo y agitacion durantaigQtos. Finalmente, se centrifugo a
21.000 g en una microcentrifuga (Zentrifugen HatBA 12, MO, USA) durante 30

minutos a 4°C.

Una vez obtenida la proteina, se procedié eldatroforesigde las mismas en gel de
poliacrilamida. 60 pg de proteina se mezclaronreeppendorf con loading buffer. Los
eppendorfs se mantuvieron a 100°C durante 5 minetosin termobloque (Labnet

International, Inc, NJ, USA). Como marcador prateige us6 medio y alto peso
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molecular Sigma (Saint Louis, MO, USA). Las muestise cargaron en gel de
poliacrilamida (12.5% resolving gel y 4% stanckged), y se procedio a la electroforesis
a 200 v durante 50 minutos. Para la electroforesisasd como fuente de alimentacion
(PowerPac Basic 300v, 400mA, 75w, Bio-Rad, CA, USA)

Una vez finalizada la electroforesis, se procedita aransferencia en semy-dry
utilizando un sistema Semy-Dry Transblot SD (BiaiR@A, USA), desde el gel a una
membrana de PVDF (Immobilon, Milipore). La transfezia se realizé a 15 v durante
30 minutos. Para disminuir la fijacion inespecift@a anticuerpos, la membrana fue
bloqueadados veces durante 30 minutos con una solucion ale lsemidesnatada en
polvo al 5% en tampon TTBS a temperatura ambienggitacion, y posteriormente
incubada toda la noche con las diluciones correfipates de cada anticuerpo primaaio
4°C. Después se lavé la membrana con tampon TTBSnperatura ambiente y en
agitacion. Posteriormente, se usO anticuerpo secienanarcado con peroxidasa de
rabano picante (HRP) diluido en buffer de bloquedwdta también a temperatura
ambiente y en agitacion. Tras la union del seguaticuerpo se lavo la membrana
TTBS y TBS.

Finalmente se procedid a la deteccion de la pratebuscada mediante
quimioluminiscencia (Amersham ECL Plus™ GE Healte¢c®iscataway, NJ, USA) La
intensidad de las bandas fue medida por analisig demagen (Molecular Dinamics)
seguido por una densitometria cuantitativa conofiware Image-Quant TL v2005

(version 3.3 Molecular Dinamics).
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Figura 17: Medida de proteinas mediante western blot

2.8. Tratamiento estadistico de los resultados

Las determinaciones, en general, han sido real&zpdr duplicado, dando como
valor la media de las dos determinaciones. A suse&ha realizado un tratamiento
estadistico basico en cada uno de los grupos yne#n@s, por los que los resultados se
expresan como mediaerror estandar de la media (EEM) para cada grupargmetro
estudiado.

Antes de establecer comparaciones, se estudirheatidad de las variables por
el de método de Kolmogorov-Smirnov y la homogeretidia la varianza de las distintas
variables por el método de Levene. Cuando las blasano siguieron el criterio de
normalidad, éstas fueron transformadas y reanasad

Las diferencias entre grup(iR<0.05 se establecieron mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA) utilizando test “a posteriori” (pBhoc) de comparacion entre
grupos, los de Scheffe para varianzas homogéné&asdg Tamhane para varianzas no
homogéneas.

El proceso estadistico ha sido llevado a cabozatilo el paquete estadistico
SPSS (SPSS para Windows, 15.0 SPSS Inc, Chicéigoid] USA).
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Resultados Capitulo IV

1.- PESO DE LOS ANIMALES Y PESO DEL HIGADO

1.1.- Peso de las ratas al sacrificio

Los valores correspondientes a las diferenciasede pn los animales antes del
sacrificio se muestran enfigura 18. Como se observa, para un mismo tipo de dieta el
grupo control fue el Gnico grupo que mostro diferas significativas a distintas dosis
de adriamicina. Asi las ratas del grupo C sin atdana presentaron mayor peso que
las del grupo &sy Cio. En los otros tipos de dietas no se mostraromafifgas de peso
con respecto a distintas dosis de adriamicina.

Por otra parte, entre distintas dietas se obsena gplo hay diferencias
significativas para la misma dosis de adriamicimaet grupo con una dosis de
adriamicina de 10 mg/Kg/dia, donde las ratas degtapos Qu, Gio Y Pio mostraron

pesos mayores a los encontrados gn C
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Figura 18. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre edopeorporal al sacrificio. Los
diferentes grupos experimentales : C= control sinaaicina; Gs= control con una
dosis de 2,5mg/kg/dia; 6= control con dosis de 10 mg/kg/dia; O= oliva virgan
adriamicina; Qs= oliva virgen con una dosis de 2,5 mg/kg/diag=CQoliva virgen con
una dosis de 10 mg/kg/dia; G= girasol sin adriamaiciz s= girasol con dosis de 2,5
mg/kg/dia; Gg= girasol con dosis de 10 mg/kg/dia; P= pescad@diiamicina; Ps=
pescado con dosis 2,5 mg/kg/diag®Ppescado con dosis 10 mg/kg/dia. Los resultados
representan la media + EEM para 8 animales porogrherencias estadisticas entre
distintas dosis de adriamicina para un mismo tipaligéta P(10.05) *= 0 vs. 2.5;f=0

vs 10; $=2.5 vs 10. Diferencias estadisticd® 10.05) entre distintas dietas para la
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misma dosis de adriamicin®((0.05): C= diferencias con respecto a la dosis control;
O= diferencias con respecto a la dieta de olivgevir G= diferencias con respecto a la
dieta de girasol; P= diferencias con respectodieli@ de pescado.

1.2.- Peso del higado de los animales

Los valores correspondientes a las diferencias e® p en los animales al
sacrificio se muestran en figura 19. Al analizar las diferencias entre diferentes slosi
de adriamicina para un mismo tipo de dieta encordsaque todos los grupos basales
presentaban valores significativamente superi@sgecto a los grupos a los que se les
administré una dosis de 2.5 mg/Kg/dia de adriamicPor otro lado sélo el grupo
control, mostro diferencias entre el grupo basgtypo de dosis de 10 mg/kg/dia de
adriamicina, presentando el grupe @ peso de higado superior @.0No se observan
diferencias significativas entre las distintas gaka adriamicina.

Al estudiar las diferencias entre distintas digg@sa una misma dosis de
adriamicina encontramos que para los grupos basateadriamicina € y Op no
presentaron diferencias entre ellos, pero si cepe&o al grupo 2 Para una dosis de
2.5 mg/Kg/dia de adriamicina, se demostr6 que ebpen gramos del higado era
significativamente superior en 2 frente a G5 O25Y Gy5. ESto mismo se reproduce
cuando a las ratas se les administro una dosidrderacina de 10 mg/kg/dia ya que el
grupo Ro presentaba diferencias significativas con respadBy Oi0 Yy Gio. Por otro

lado, los higados de;gson significativamente inferiores a los Ogo,
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Dvetas v Grupos experimentales

Figura 19. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes gratmagministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre sb plel higado de los animales al
sacrificio.
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2.- BIOQUIMICA PLASMATICA

2.1. Colesterol total plasmatico

Los valores correspondientes a los niveles de testdstotal en plasma se
muestran en lafigura 20. Los resultados encontrados entre diferentes ddsis
adriamicina para un mismo tipo de dieta mostrarama gl grupo control unos niveles
de colesterol menores para el grupocGn respecto aLgy mayores para el L5 con
respecto a ¢ También se observa que para el grupo alimentadcaceite de oliva
virgen se presenta una diferencia estadisticansgnéicativa entre @y Oy, siendo el
grupo basal el gue mostré la menor concentraciéeotissterol en plasma. En cuanto a
los grupos alimentados con aceite de girasol yedeauo, los niveles de colesterol mas
bajos se presentan en los grupos controlgs yGP,, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas frente a los gruptiss que se les administré una dosis
de 2.5 mg/Kg/dia y de 10 mg/kg/dia de adriamicRPexa estos grupos no se muestran
diferencias significativas entre las distintas dakg adriamicina.

Para una misma dosis de adriamicina entre grupos distinta dieta se
comprueba que a nivel basal los grupos C y P smarattina no presentaban
diferencias estadisticamente significativas entos enismos pero si con respecto a los
grupos O y G mostrando estos ultimos los valores mlavados. Esto mismo se
reproduce cuando a las ratas se les administrdasia de adriamicina de 10 mg/kg/dia
ya que los grupos G Pio presentan diferencias significativas con respact@o, Go.
Para una dosis de 2.5 mg/Kg/dia de adriamicinadesgostré que la concentracion de
colesterol era significativamente superior en{3especto a Qsy P,sYy no frente al

grupo control.
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Figura 20. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre wlride colesterol en plasma de los
animales al sacrificio.

2.2. Triglicéridos plasmaticos

Los valores correspondientes a los niveles deidégtios en plasma se
muestran en ldigura 21. Para un mismo tipo de dieta, los grupos basales s
adriamicina control, oliva virgen y girasol presson los mayores niveles de
triglicéridos en sangre, existiendo diferenciaadisticamente significativas de estos
grupos frente a los grupos cuando se les admirostrdosis de adriamicina de 2.5
mg/kg/dia y de 10 mg/kg/dia. En los grupos C, G se aprecia que la administracion
de adriamicina provoca un descenso significativolasnniveles de triglicéridos en
plasma que fue de igual intensidad para ambas disigarmaco no existiendo
diferencias entre dosis.

Por otra parte, entre distintas dietas observamas splo hay diferencias
significativas para los grupos basales sin adrismajcya que los grupos C, Oy G
presentaron mayores niveles de triglicéridos qugrgo de animales alimentados con

aceite de pescado.
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Figura 21. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre \@lrde triglicéridos en plasma de los
animales al sacrificio.

2.3. Niveles de creatin quinasa plasmatica

Los valores correspondientes a los niveles de ioreptinasa en plasma se
muestran en ldigura 22. Analizando cada grupo en funcién del tipo de ajiet
observamos que en el grupo control las ratas giaraitina presentaban diferencias
significativamente inferiores a las encontradadosnanimales del grupo,G Estos
resultados se reprodujeron en las dietas de ageitiva virgen, aceite de girasol y
aceite de pescado. Por otro lado, en todos losogrpara dosis distintas de adriamicina
también existen diferencias estadisticas, ya gleelago del experimento se observo
que los valores de creatin quinasa en los grupps O.s Gos y P.s fueron
significativamente superiores respecto a la dosid@ mg/kg/dia. Luego en todas las
dietas para una dosis mayor de adriamicina se peodnoa disminucién de los valores
de dicho marcador. Entre las ratas sin adriamigines ratas con una dosis de
adriamicina de 10 mg/kg/dia también existen difei@nestadisticas principalmente en
el grupo oliva virgen y girasol, siendo en estososamenores los niveles para los
grupos basales.

Al comparar las distintas dietas entre si paramisana dosis de adriamicina, se

aprecié que entre los grupos sin adriamicina @@ presentd menores niveles a los
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hallados en los animales de los grupesGgy Py, Por otro lado @mostré diferencias
estadisticamente inferiores a las halladas par#ara la dosis de 2.5mg/kg/dia, se vio
que entre &5y O,5 Y G5y Pos no hubo diferencias pero si entrgsGr 5y Go5, Pos,
siendo menores en el grupe{y O, 5 Cuando se aumento la dosis de adriamicina a 10

mg/kg/dia, no se mostraron diferencias entre grapodistintas dietas.
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Figura 22. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre iloslas de creatin quinasa en plasma de
los animales al sacrificio.

3.- VALORES DE PROTEINA MITOCONDRIAL EN HIGADO

Los valores correspondientes a la concentracionpmgeina mitocondrial
hepatica se muestran enfigura 23. En funcidn del tipo de dieta se observo que los
grupos C, O, G y P sin adriamicina presentabanreslsignificativamente superiores
frente a los grupos£s, O»5 Gy5 Yy P 5 Estos valores de los grupos basales también son
mas elevados frente a aquellos a los que se lemiathih la dosis del0 mg/kg/dia,
aungue esta diferencia solo se hace significat@a pl grupo pescado. En cuanto a las
diferencias entre las distintas dosis de doxorohjcel nivel de proteinas aument6 en
todos los grupos a los que se les administré use die 10 mg/kg/diajendo ademas

este valor significativamente superior.
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Para una misma dosis de adriamicinaeegmupos con distinta dieta se
comprueba que a nivel basal el grupo alimentado aosite de pescado P sin
adriamicina presentaba diferencias estadisticang&ghificativas con respecto a los
grupos C, O y G Para la dosis de adriamicina de 2.5 mg/kg/dia enolservaron
diferencias significativas en cuanto a la concendrade proteinas mitocondriales en

higado en las ratas alimentadas, tampoco parasia de 10 mg/kg/dia.
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Figura 23. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre la®res de proteina mitocondrial
hepética.

4.-PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN MEMBRANA MITOCONDRIAL

4.1. Contenido en acidos grasos saturados en membeamitocondrial hepatica

Los valores correspondientes al contenido en acgi@sos saturados en
membrana mitocondrial hepatica se muestran &abla 7. Con respecto al acido graso
saturado laurico no se observan diferencias saatifias entre los grupos alimentados
con las diferentes fuentes grasas experimental@spdco el acido graso miristico
muestra diferencias estadisticas entre los difesegupos. En el palmitico por su parte
si se observan diferencias significativas sieddgrigo control en el que se aprecian
los niveles mas bajos frente a los grupos O, G Rd?.el contrario, en los niveles de
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acido graso estearico el grupo control es el qasgmta valores mas altos siendo estas
diferencias significativas con respecto a los gsugp@erimentales girasol y pescado.

4.2. Contenido en acidos grasos monoinsaturados enembrana mitocondrial

hepatica

Los valores correspondientes al contenido en agdasos monoinsaturados en
membrana mitocondrial hepatica se muestran etaltda 7. Para el &cido graso
monoinsaturado palmitoleico se comprueba que gayaontrol presenta los valores
mas elevados, diferencia estadisticamente sigtificdrente a los demas grupos
experimentales. Por su parte, los grupos olivaenrgyirasol y pescado no presentan
diferencias entre los ellos. Con respecto al agso oleico, en el grupo pescado
observamos los niveles més bajos siendo esta miffiarestadisticamente significativa
con respecto a C, O y G no presentandose difereaniae ellos.

4.3. Contenido en acidos grasos diinsaturados en mbBrana mitocondrial hepatica

Los valores correspondientes al contenido en acigasos diinsaturados en
membrana mitocondrial hepatica se muestran ¢abla 7. Para los niveles de acidos
grasos diinsaturados so6lo han sido apreciablescdosespondientes al acido graso
linoleico. El grupo alimentado con aceite de gitgsesenta los niveles més elevados
en este acido graso. En cambio, en el grupo pesmdbservan los niveles mas bajos,
siendo ambas diferencias estadisticamente sigiivtisa Los grupos C y O no muestran

diferencias entre ellos.

4.4. Contenido en acidos grasos poliinsaturados emembrana mitocondrial
hepética

Los valores correspondientes al contenido en adigasos poliinsaturados en
membrana mitocondrial hepética se observan &abla 7. Con respecto al acido graso
araquidonico el grupo girasol viene a presentaglas/superiores a los grupos control,
oliva y pescado siendo estas diferencias signvastpara los grupos C y P. En el
grupo alimentado utilizando como fuente grasa eitaade pescado se observan los
valores mas bajos frente a los demas grupos expet@ahes cuyas diferencias también
son significativas. En lo que referente a los &glasos EPA y DHA, el grupo pescado
presenta los niveles mas elevados y estadisticansggnificativos en dichos acidos

grasos con respecto a los grupos experimentalés G,
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4.5. Indice AGMI/AGPI en membrana mitocondrial hepéica

Los valores correspondientes al indice AGMI/AGPIneembrana mitocondrial
hepatica se muestran entédbla 7. EI grupo experimental pescado presenta el indice
mas bajo siendo esta diferencia significativa cespecto a los grupos control y oliva
por ser estos grupos los que muestran las relaciom®s elevadas, no existiendo

diferencias estadisticas entre los mismos.
4.6. Indice de Insaturacion en membrana mitocondribhepética

Los valores correspondientes al indice de insatwmacen membrana
mitocondrial hepatica se muestran etalala 7. El grupo pescado presenta el indice de
insaturacion mas elevado frente a los demas grapeerimentales siendo estas

diferencias estadisticamente significativas.
4.7. Indice de Peroxidacién en membrana mitocondridnepatica

Los valores correspondientes al indice de perokddacen membrana
mitocondrial hepatica se muestran etalala 7. El grupo pescado presenta los valores
de indice de peroxidacion mas elevados siendo eéif¢aencia estadisticamente

significativa frente al resto de grupos experimiesta
4.8. Indice oleico/linoleico en membrana mitocondail hepética

Los valores correspondientes al indice oleicoiitd en membrana
mitocondrial hepética se muestran entébla 7. No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los difereigteipos experimentales aunque existe
una tendencia del grupo alimentado usando comaefugasa el aceite de oliva virgen a

presentar la relacion mas elevada.
4.9. Relacién n6/n3 en membrana mitocondrial hepata

Los valores correspondientes a la relacibn n6/n3nembrana mitocondrial
hepatica se muestran en tiabla 7. Con respecto a la relacion n6/n3 el grupo
experimental girasol presentaba los niveles mas alendo esta diferencia significativa
frente a los grupos control y pescado. El grupacgeds a su vez mostré una relacion
inferior y estadisticamente significativa con regpeal resto de grupos experimentales,
es decir, C, Oy P.
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Aceite de Oliva

Control Virgen Aceite de Girasol Aceite de Pescado
Acidos Grasos Dieta Dieta Dieta Dieta
% % % %
Laurico (C12:0) 36.7 £+ 6.4 372 + 6.8 29.7 += 5.0 235 + 8.1
Miristico (C14:0) 48 + 27 6.7 + 1.2 100 + 29 31 + 138
Palmitico (C16:0) 20 + 0.0 11.2 + 31 110 £ 2.2 10.7 + 47
Palmitoleico (C16:1) 153" + 0.9 49 <+ 32 6.4 + 4.2 27 + 11
Esteérico (C18:0) 145" + 24 11.7 # 1.9 766 + 25 54 £ 27
Oleico (C18:1) 7.7 + 26 80 + 32 6.4 =+ 14 1.6° + 0.6
Linoleico (C18:2n6) 7.0° + 15 6.3 + 1.9 11.7°° + 1.6 2.1°°¢ + 1.0
Araquidonico (C20:4n6) 95¢ + 1.6 10.9 + 2.9 16.5°¢ + 1.7 3.9 + 21
EPA (C20:5n3) 0. £+ 0.0 0. + 00 0¥ £+ 01 17.8°¢ + 438
DHA (C22:6n3) 4.5 + 1.1 2.9 + 07 1.3 + 04 26.9°¢ + 6.1
AGMI:AGPI 1.0 + 01 1.0 + 0.2 0.5 + 0.2 0.I°°¢ + 0.1
indice de Insaturacion (11) 142 + 0.2 1.1 + 0.3 168 + 0.2 6.37°¢ + 0.5
oleico/linoleico 1.3 + 05 1.7 + 0.5 08 + 04 1.0 £+ 05
n6/n3 5.1°¢° + 1.3 177 + 58 2153 + 55 0.3 + 0.2
indice de Peroxidacion (IP) 58.43 + 11.67 53.86 + 14.10 68.50 + 9.08 219.50°¢ + 57.00
N 8 8 8 8

Tabla 7. Valores medios = EEM, de la composicion porcenti@lacidos grasos en mitocondria de higado de mfa@sddistintos grupos
experimentales. Los acidos grasos se han desigmadsu nombre, ademas de por el nimero de carbesegsido por el numero de dobles
enlaces. También se indica la posicién del prinadlal enlace relativo al grupo metilo terminal (@) ld molécula. AGMI: suma de acidos
grasos monoinsaturados ; AGPIl: suma de acidos gnaslinsaturados; II: indice de insaturacion Bfecias estadistica®((0.05) entre
distintas dietasR[10.05): C= diferencias con respecto a la dosis control;d@erencias con respecto a la dieta de oliva wirge= diferencias
con respecto a la dieta de girasol; P= diferermiasrespecto a la dieta de pescado.
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5- PARAMETROS DE _ESTRES OXIDATIVO EN __MEMBRANA
MITOCONDRIAL HEPATICA

5.1.- Hidroper6xidos en mitocondrias hepéticas

Los valores correspondientes a los niveles de péttxidos en mitocondrias de
higado se muestran enflgura 24. Cuando se estudio el nivel de hidroperoxidos para
cada una de las dietas, se observé que en el gamoml las ratas sin adriamicina
presentaban diferencias estadisticamente sigmfasaton respecto a;§ Esta misma
diferencia del grupo control también se observ@legrupo oliva virgen y girasol. Por
otro lado, en el grupo control se vio que la cotre@ion de hidroperoxidos descendia
cuando se aumentaba la dosis de adriamicina, existiasi diferencias entrg £ Cio.
Esta diferencia entre dosis de adriamicina tamb&muestra entre;@y Oy Yy entre
G5y Gio En el grupo de ratas alimentadas con aceite deagesw habia diferencias
ni entre los grupos sin y con adriamicina, ni etdse distintas dosis de la misma. En el

grupo oliva virgen se encontrd que dicha variabtgamentaba en £gcon respecto a
Ooy a Qo.

Cuando se compararon los grupos con distintassdeeigual dosis de adriamicina, se
comprobo que los grupos sin adriamicing @ , Gy no presentaban diferencias significativas
entre ellos pero si con el grupo con mayor conaeidtin de hidroperoxidos,APara la dosis de
2.5 mg/kg/dia, s presento los niveles mas bajos de dicha variakledg esta diferencia
estadisticamente significativa. La mayor concerdrala presentaron para esta dosis los grupos
O.5 ¥ Go5 seguidos del grupo,B con similar nivel de hidroperéxidos en mitocondri
hepaticas. Cuando se incrementd la dosis de adiimanhasta 10 mg/kg/dia, se encontré el
mismo efecto que para los grupos sin adriamicinalexsr, los niveles de hidroperéxidos
aumentaron significativamente en el grupo de ammalimentados con aceite de pescado

frente al resto de grupos experimentales.
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Figura 24. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgsés administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre logles de hidroperoxidos en
mitocondrias de higado.

5.2.- Sustancias Reactivas del Acido Tiobarbitlricd TBARS) en mitocondrias

hepéticas

Los valores correspondientes a los niveles de TBARSitocondrias hepaticas
se muestran en lagura 25. Analizando cada grupo en funcion del tipo de ajiet
observamos que en el grupo control las ratas giamatina presentaban diferencias
significativamente inferiores a las encontradadosnanimales del grupo,g Estos
resultados se reprodujeron en las dietas de ageitiva virgen, aceite de girasol y
aceite de pescado. También observamos que los gyrbagsales muestran valores
inferiores a aquellos grupos a los que se les asimina dosis mas elevada. Por otro
lado, en todos los grupos experimentales paras dbstintas de adriamicina existen
diferencias estadisticas, ya que a lo largo detmx@nto se observd que los valores de
TBARS en los grupos £, O, 5, G25Y P2 sfueron significativamente superiores respecto
a la dosis de 10 mg/kg/dia, luego en todas lasaglipara una dosis mayor de

adriamicina se produce una disminucioén de los ealde TBARS.
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Al comparar las distintas dietas entre si paramisana dosis de adriamicina, se
aprecié que entre los grupos sin adriamicingy Gy, Gy y Py no hubo diferencias pero
si entre G Oy y Gy, Py siendo menores en el grupg ¥Oy. Para la dosis 2.5mg/kg/dia,
el grupo G5 presentd niveles significativamente inferiores & lwallados en los
animales de los grupos©G,sy P, s .Cuando se aumentd la dosis de adriamicina a 10
mg/kg/dia, el grupo i presenté mayores valores de TBARS a los observandss

grupos Go, Oi0,Y Go.

18.0

16.0 - :.!W | c}.c

14.0 -
12.0 -
10.0 -

8.0 - 0,G,P P p
C,0* C,0%¢ *

6.0 - = I
1.0GP*¢ G,p*
Iy,z

TBARE Higado (nmol/mg)

[}

2.0 -

0.0

C ] G P €25 02.5 G2.5 P25 Ci0 010 G100 P10

Dietas v Grupos experimentales

Figura 25. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre iosles de TBARS en mitocondrias de
higado.

6.- ANTIOXIDANTES DE MEMBRANA MITOCONDRIAL HEPATICA

6.1.-a- Tocoferol en mitocondrias de higado

Los valores correspondientes a los niveles de ¢ocbEn mitocondrias de higado se
muestran en lfigura 26. Al analizar las diferencias entre diversas ddsisdriamicina para un
mismo tipo de dieta encontramos que en los grufpes argen, girasol y pescado se produjo

una disminucién con respecto a los grupos basalés @ncentracién de vitamina E cuando se
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administré adriamicina a dosis de 2.5 y 10 mg/leg/dticluso en estos grupos (oliva virgen,
girasol y pescado) con adriamicina se comprobdapiaiveles de tocoferol eran mayores para
la dosis de adriamicina de 2.5 mg/kg/dia, sientisediferencias estadisticamente significativas
frente a los grupos © Gioy Pio. Por otra parte, en el grupo alimentado con diet@ndar se
observo que el grupo basal C sélo presentaba saémtadisticamente superiores con respecto

al grupo Gy,

Al estudiar las diferencias entre distintas dietsga una misma dosis de adriamicina
encontramos que los grupos basales O y G no paesdiferencias entre ellos pero si con los grupeos ¢
menor concentracion de tocoferol, C y P. Por oo las ratas del grupo C presentan valores de
vitamina E menores que el grupo alimentado cortedei pescado. Los resultados encontrados en grupos

sin adriamicina, se repiten exhaustivamente cuasla@administran dosis de adriamicina de 2.5 y 10

mg/kg/dia.
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Figura 26. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgs#s administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre laceotracion de tocoferol en
mitocondrias de higado.
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6.2.- Coenzima @n mitocondrias de higado

6.2.1.- Coenzima Qen mitocondrias de higado

Los valores correspondientes a los niveles de Qoeng) en mitocondrias
hepaticas se muestran erfigura 27. Al analizar las diferencias entre distintas dosis
de adriamicina para un mismo tipo de dieta encormisaque para el grupo control las
ratas sin adriamicina presentaban valores sigtifen@ente inferiores respecto al grupo
C.s Estas diferencias también las muestran el gruporOrespecto al grupo,®, los
animales del grupo G frente a los del grupgy3os de P con respecto a los deg FPor
otro lado, en el grupo control los valores de gekpresados emug/mg) para las dos
dosis de adriamicina aumentaron significativameat@ |la dosis de 2.5 mg/kg/dia con
respecto a la de 1E&sta diferencia entre dosis de adriamicina seotkme en las dietas
cuya fuente grasa de la dieta es aceite de olrggviy aceite de pescado. En las ratas
alimentadas con aceite de oliva virgen, se obsdifeéencias entre los grupog @ O,
al igual que ocurrié para los animales alimentadms aceite de pescado entre sus
grupos By Pio, siendo en ambas dietas mayores los niveles de @@rvados en los

grupos con adriamicina.

Al estudiar las diferencias entre distintas digg@sa una misma dosis de
adriamicina encontramos que para los grupos basaleadriamicina @ Gy y Py no
presentaron diferencias entre ellos, pero si cepe@o al grupo &£ Para la dosis de
adriamicina de 2.5 mg/kg/dia, entrey G, y G5y P.5 no hubo diferencias pero si
entre Qs, Gs Yy Cos, Pos, siendo menores en los dos ultimos. Este mismo
comportamiento lo presentaron las ratas cuandoeseatiministr6 una dosis de

adriamicina de 10 mg/kg/dia.
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Figura 27. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgsés administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre laceotracion de Coenzimag(@n
mitocondrias hepéaticas.

6.2.2- Coenzima @ en mitocondrias de higado

Los valores correspondientes a los niveles Coenfgaen mitocondrias de
higado se muestran enflgura 28. Cuando se estudio el nivel de Coenzima gara
cada una de las dietas, se observé que en el gamoml las ratas sin adriamicina
presentaban aumento estadisticamente significaiivo respecto a £z Esta misma
diferencia del grupo control también se observélegrupo oliva virgen y girasol. A su
vez los grupos girasol y pescado sin adriamicinatramon diferencias significativas
con respecto a los grupos de dosis de adriamicidm etevada. Por otro lado, en el
grupo control se vio que la concentracion de CoeazQo, descendia cuando se
aumentaba la dosis de adriamicina, existiendo isiedcias entre £y Cyo Esta
diferencia entre dosis de adriamicina también sestna entre &y O Y P.sy Pio.
En el grupo control y oliva virgen se encontrd digha variable incrementaba eps9

O, 5con respecto adlyy Oy y con respecto a 16y O

Cuando se compararon los grupos con distintas sdietdre si e igual dosis de
adriamicina, se comprob6 que los grupos sin addamiG, Oy, Gy no presentaban diferencias
significativas entre ellos pero si con el grupo o@yor concentracion deoenzima @ P, Para

la dosis de 2.5 mg/kg/dia,Epresento los niveles mas pequefios de dicha variahlmayor
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concentracion la presentaron para esta dosisiopog Qs Yy P s, seguidos del grupo,g con
similar nivel deCoenzima @ en mitocondrias hepaticas. Cuando se incrementibsés de
adriamicina hasta 10 mg/kg/dia, se encontr6 quénao grupo que presenta diferencias
significativas con respecto a los demas es el gaogmirol mostrando los niveles de menor

concentracién e@oenzima @,
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Figura 28. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgs#s administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre laceotracion de Coenzima;fen
mitocondrias hepaticas.

6.2.3.-Coenzima @+Qo en mitocondrias de higado

Los resultados obtenidos con relacion a la conaeidin de Coenzima dQ Q1o
en mitocondrias hepaticas se muestran diglaa 29. Al analizar las diferencias entre
diferentes dosis de adriamicina para un mismo dipalieta encontramos que para el
grupo control las ratas sin adriamicina presentafadores significativamente inferiores
respecto al grupo L. Estas diferencias también las muestran los aasyd#| grupo @
respecto a los de,@ y los del grupdsy respecto a &s. Por otro lado, en el grupo
control los valores de CoQ totaxpresados enp§/mg) para las dos dosis de
adriamicina aumentaron significativamente paradsiside 2.5 mg/kg/dia con respecto
a la de 10 Esta diferencia entre dosis de adriamicina seotefme en las dietas cuya
fuente grasa de la dieta es aceite de oliva virgesite de girasol y aceite de pescado.

En las ratas alimentadas con aceite de oliva virgenobservé diferencias entre los
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grupos @ y Oy, al igual que ocurrié para los animales alimentadms aceite de
pescado entre sus grupos)P Pio, siendo el nivel superior de CoQ total en el grupo
basal del grupo P y menor en el grupo basal de O.

Al estudiar las diferencias entre distintas digt@sa una misma dosis de
adriamicina encontramos que para los grupos basateadriamicina @ Gy y Py
presentaron diferencias significativas con respedt@rupo Q. Por otro lado, @
presenta niveles de CoQ total menores queP&a la dosis de adriamicina de 2.5
mg/kg/dia, entre &y G5 Y G5y Pos no hubo diferencias pero si entres0G, 5y
C.s P.s5 siendo menores en el grupesy P, s. Cuando se les administré una dosis de
adriamicina de 10 mg/kg/dia los animales de logpas Qo, Gio, ¥ Pio presentaron
diferencias significativamente superiores respadios niveles de CoQ totalel grupo

Ci0. Ademasentre Qo y Gio N0 hubo diferencias, pero estos a su vez presentar

valores mayores al grupqd”
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Figura 29. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre teeotracion de Coenzima ® Qo en

mitocondrias hepéaticas.

116



Resultados Capitulo IV

7.- DELECIONES DEL ADN MITOCONDRIAL EN TEJIDO HEPAT ICO
7.1.- Deleciones multiples del ADNmt en tejido hepi&o

Los valores correspondientes a las diferencias @ecidnes mudltiples del
ADNmt de tejido hepatico higado se muestran diglaa 30.

Al estudiar las diferencias entre distintas digt@sa una misma dosis de
adriamicina encontramos que para los grupos basaleadriamicina gy Oy no se
presentan deleciones del ADNmt. Sin embargo, gd@& y P, presentan deleciones
del 3.5% y del 10% respectivamente. Para la dasiadtiamicina de 2.5 mg/kg/dia,
todos los grupos experimentales presentaron delesien su ADNmt siendo el grupo
girasol seguido del de pescado los que mostrarqrotoentaje mayor, en concreto del
15% y 8%.Cuando se les administré una dosis daradiina de 10 mg/kg/dia los
animales de los grupos;£y Oip NO mostraron roturas en su material genético
mitocondrial. Para esta dosis en el grupo pescaddserva un 15% de deleciones y un

2.5% para el grupo girasol.
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Figura 30. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre eélnde deleciones mudltiples del
ADNmt de tejido hepatico.
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7.1.- Numero de deleciones del ADNmt en tejido hefiéo

Los valores correspondientes al niumero de delesiendejido hepético en los
animales al sacrificio se muestran enfigura 31. Al analizar las diferencias entre
diferentes dosis de adriamicina para un mismo tipalieta encontramos que solo el
grupo de ratas alimentadas con aceite de giras@uweentados los valores de éste
parametro para la dosis 2.5 mg/kg/dia haciénddsedédsrencia significativa frente al
grupo girasol basal (sin adriamicina).

Al estudiar las diferencias entre distintas digt@sa una misma dosis de
adriamicina encontramos que para los grupos basalesdriamicina ¢ Oy y Go, no
presentaron diferencias entre ellos, pero si cepa@o al grupo J2 Para una dosis de
2.5 mg/Kg/dia de adriamicina, se demostr6 que ahemnd de deleciones era
significativamente superior en £ frente a Gs O.5y Po 5. Cuando a las ratas se les
administro una dosis de adriamicina de 10 mg/kgt@upo Ry presentaba diferencias

significativas con respecto ady Oip.
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Figura 31. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgs#s administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre elard de deleciones del ADNmt de
tejido hepatico.

7.3.- Contenido de ADNmt en tejido hepatico

Los resultados obtenidos en relacion al contenalal@Nmt en tejido hepatico

se muestran en lggura 32. Cuando se estudié dicho parametro para cada utesde
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dietas, se observd que en el grupo control las rsita adriamicina presentaban un
aumento estadisticamente significativo con respad®s. También el grupo pescado
sin adriamicina mostré un contenido de ADNmt mayaor,este caso frente a ambas
dosis. Para ningun grupo experimental se observalitarencias entre dosis de

adriamicina

Cuando se compararon grupos alimentados con distfnentes grasas e igual
dosis de adriamicina entre si, se comprobd queglepos sin adriamicina no
presentaban diferencias significativas entre eRega la dosis de 2.5 mg/kg/diaz G
presentd los niveles mas elevados de ADNmt hacgnesta diferencia significativa
s6lo frente al grupo £ Cuando se increment6 la dosis de adriamicinaaha6t
mg/kg/dia, se encontré6 que el grupo de animalesealiados con aceite de girasol
presentaban el contenido de ADNmt mas elevadoretitéa significativa Unicamente

frente al grupo pescado.
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Figura 32. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgsés administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre mletodo de ADNmt de tejido hepatico.
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8.- COMPLEJO V DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTR ONES EN
MITOCONDRIA DE HIGADO

8.1.- Cantidad de ATP sintasa en higado
Los valores correspondientes a las diferenciaa e@amtidad de ATP sintasa en

mitocondrias de higado se muestran efiglara 33. Como se observa, para un mismo
tipo de dieta a distintas dosis de adriamicina dmngyrupo mostré diferencias

significativas.

Entre los grupos con distintas dietas para la midoss de adriamicina solo
encontramos diferencias significativas entre lagpgs basales, es decir, aquellos a los
que no se les administré dosis de adriamicina.rigb@ de animales alimentado con
aceite de oliva presentd los valores de cantidacATRRasa mas bajos siendo esta
diferencia significativa con respecto a aquellamahtados con aceite de girasol y

pescado, grupos que a su vez no mostraron dif@aesignificativas entre ellos.
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Figura 33. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgs#s administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre feeotracion enzimatica de la ATPasa
en mitocondrias de higado.

8.2.- Actividad de ATP sintasa en higado

Los valores correspondientes a las diferenciasettividad de la ATP sintasa
en mitocondrias hepaticas se muestran diglaa 34. Para un mismo tipo de dieta los
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grupos oliva y girasol mostraron diferencias sigaiivas a distintas dosis de
adriamicina. Asi el grupo O sin adriamicina preSamma mayor actividad ATP sintasa
que la del grupo £y O10. En cambio, el grupo §@3nostro los valores de actividad mas
bajos respecto afgy Gio. En cuanto a las diferencias entre dosis de adilaan2.5 y

10 mg/kg/dia ni el grupo de animaless@i G, s presentaron diferencias significativas
con respecto a la dosis mas elevada. En cambigl, gmpo pescado si que observamos
valores diferentes estadisticamente siendo la dbSiang/kg/dia la que muestra los

valores de actividad mas bajos.

Al estudiar las diferencias entre distintas digt@sa una misma dosis de
adriamicina encontramos que para los grupos basatesdriamicina el grupo O
presentod los valores mas elevados con respect® gripos Gy Py. Entre los grupos
Go y P, también se dieron diferencias significativas sieetigrupo alimentado con
aceite de girasol el que muestra los valores mjas.ldgara las dosis 2.5 y 10 mg/kg/dia

no se observaron diferencias significativas emsealistintos grupos experimentales.
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Figura 34. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgsés administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre tavidad de la enzima ATPasa en
mitocondrias de higado.
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9.- MORFOLOGIA MITOCONDRIAL

9.1.-Aspecto general de mitocondrias de higado

La figura 35 presenta los resultados del estudio de microscefdatronica en
mitocondrias hepdéticas. Se observa como la admaniéh de adriamicina (sélo se
presentan datos de los grupos sin adriamicina yacdosis mayor, ya que ambas dosis
de adriamicina han proporcionado resultados sigslagenera mitocondrias menos
densas (méas desorganizadas) que los mismos grirpasiramicina. Esto representa
una prueba evidente sobre el dafio que la adriamiganera en estos organulos.
Ademas, se ve que los grupos sin adriamicina alideis con aceite de girasol parten
de mitocondrias menos funcionales que el restac&ite de pescado parece que protege

mejor frente a la adriamicina.

Figura 35: Aspecto general de las mitocondrias de higado
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9.2.-Area de mitocondrias de higado

Los resultados obtenidos de la medida del area ittecondrias aisladas de
higado se muestran en figura 36. Cuando se compararon los grupos con y sin
adriamicina para un mismo tipo de dieta se encoqtré los grupos basales sin
adriamicina @, Oy, Gy y P, presentaron valores de areas mas bajos que pestigss
grupos a los que se les administré6 una dosis 2/&gfuja de adriamicina, £5, O, 5,
G5 Possiendo estas diferencias significativas estadisiécde. Solo los grupos de
animales @y Oy mostraron ademas diferencias con respectqoay ©y¢ siendo las
areas de los animales sin adriamicina inferioragueellos a los que se les administro la
dosis mas elevada. En cuanto a las diferencias digtintas dosis de adriamicina en los
grupos alimentados con aceite de oliva y pescaddodées 2.5 se observaron unos
valores superiores significativamente a aquellosiaadtados con el mismo tipo de
fuente grasa con una dosis 10 mg/kg/dia de adriaaic

Por otro lado, entre los grupos con distinta fuegresa y sin adriamicina, se
observé que los animales del grupppPesentaban valores de areas significativamente
inferiores con respecto a los demas dietas expetates G, Gy y P, Ademas el grupo
control también muestra valores inferiores a ladodgpor el grupo & Para la dosis de
adriamicina de 2.5 mg/kg/dia se vio que no existiderencias estadisticas entre los
distintos grupos. Cuando la dosis de adriamicinawseento hasta 10 mg/kg/dia, los
animales del grupo;Ppresentan areas menores que las halladas paraufwss@ioy

Giosiendo estas diferencias estadisticamente sigtivisa
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Figura 36. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre lasided integrada de mitocondrias
aisladas de higado.

9.3.-Densidad media de mitocondrias de higado

Los resultados obtenidos en relacion a la densidadia de mitocondrias
hepaticas se muestran erfigura 37. Al analizar las diferencias entre diferentes dosis
de adriamicina para un mismo tipo de dieta encormisaque para el grupo control las
ratas sin adriamicina presentaban valores sigtifeb@mente superiores respecto al
grupo G Estas diferencias también las muestran los aasydg| grupo @respecto a
los de Q5 y los del grupdGy respecto a &5, En cambio, en el grupo pescado se
observé que el grupo sin adriamicina mostro valestadisticamente inferiores asP
Ademas, en los gruposy@ Oy se vieron incrementados valores de densidad 6ptica
media con respecto a;&y O0. En cambio, para los grupos @ Py se mostraron
diferencias significativas frente a;d3y Pio siendo los valores de los grupos basales
inferiores a la de los grupos a los que se administa dosis mayor de adriamicina.
Por otro lado, en el grupo control los valores d@ para las dos dosis de adriamicina
aumentaron significativamente para la dosis de @ikgrdia con respecto a la de 2.5
Esta diferencia entre dosis de adriamicina se defm® en las dietas cuya fuente grasa
de la dieta es el aceite de girasol y el aceitpedeado. El grupo oliva por su parte no

mostro diferencias entre las distintas dosis dewanicina.
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Al estudiar las diferencias entre distintas digg@sa una misma dosis de
adriamicina encontramos que para los grupos basatesadriamicina € y O
presentaron diferencias significativas con respectos grupos @y P, siendo los
valores de los primeros superiores a los segurflas la dosis de adriamicina de 2.5
mg/kg/dia, los animales alimentados con aceit®l@ mostraron los valores mas
altos de D.O seguido de los valores pertenecieaitgeipo pescado y éste a su vez del
grupo control siendo el grupo de ratas alimentamlo aceite de girasol en el que se
observaron los niveles mas bajos de D.O. Todas d&minuciones en las densidades
Opticas fueron estadisticamente significativas.ndoase les administré una dosis de
adriamicina de 10 mg/kg/dia los animales de lapags Go, O, ¥ Pio presentaron
diferencias significativamente superiores frentaldres de densidad optiadel grupo

G10. Ademasentre Go, O1p Y Piono hubo diferencias.

300
f L
GP*¢ _GP*¢
250 -
I £
2 200 -
=
7]
E
3 150 - B _
E o cos |
5 (BbS seRvtd
& 100 - | s 0,GPY
\ -
|
50 - '
G |
C v G P C25 V25 G5 P25 €10 VI0 GI0 P10

Dietas v Grupos experimentales

Figura 37. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgsés administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre tsidad media de mitocondrias aisladas
de higado.

9.4.- Circularidad de mitocondrias de higado

Los valores correspondientes a la circularidad d®oondrias de higado se
muestran en l&gura 38. Cuando se estudio la circularidad mitocondriabpzada una
de las dietas, se observo que en el grupo comtsotdtas sin adriamicina presentaban

diferencias estadisticamente significativas copee® a Gs Esta misma diferencia del
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grupo control también se observé en el grupo olivgen, girasol y pescado. A su vez
el grupo girasol sin adriamicina mostré diferencsggnificativas frente al grupo de
dosis de adriamicina mas elevada. Por otro ladoelegrupo control se vio que la
circularidad aumentaba cuando se aumentaba la desedriamicina, existiendo asi
diferencias entre §y Cyo Esta diferencia entre dosis de adriamicina tamlisién

muestra entre &Yy Gio Y P>sy Pio.

Cuando se compararon entre si los grupos con tdistidietas e igual dosis de
adriamicina, se comprob6 que el grupo girasol dimaenicina mostro los niveles mas bajos de
circularidad siendo esta diferencia significativan aespecto al resto de grupog Gy y P,
También el grupo control present6 diferencias &atresto de dietas experimentales G y
P,. Para la dosis de 2.5 mg/kg/dig,s@uestra los niveles mas elevados de dicha varibble
menor circularidad para esta dosis se observa@ayaseguida del grupo,Gy P,s. Cuando se
increment6 la dosis de adriamicina hasta 10 mgi&gtingin grupo presentaba diferencias

significativas frente a los demas.
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Figura 38. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion

intraperitoneal de adriamicina en ratas sobrertauldridad de mitocondrias aisladas de
higado.
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10.- POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL Y SWELLING
MITOCONDRIAL EN TEJIDO HEPATICO

10.1.- Potencial de Membrana Mitocondrial A\|l) en higado

Los valores correspondientes a las diferenciasl @otencial de membrana de
mitocondrias de higado se muestran efiglara 39. Como se observa, para un mismo
tipo de dieta a distintas dosis de adriamicina dmnggrupo mostro diferencias

significativas.

Entre los grupos con distintas dietas para la midogs de adriamicina sélo
encontramos diferencias significativas entre lagpgs basales, es decir, aquellos a los
gue no se les administré dosis de adriamicina.rigb@ de animales alimentado con
aceite de oliva presentd los valores de potencias mltos siendo esta diferencia

significativa frente al grupo alimentado con acdiepescado.
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Figura 39: Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgsks administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre tmmal de membrana mitocondrial en
higado
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10.2.- Swelling en mitocondrias hepaticas

Los valores correspondientes al swelling en mitddas hepaticas de los
diferentes grupos de estudio se muestran éguaa 40. Para un mismo tipo de dieta,
los grupos basales sin adriamicina, oliva virgerasgl y pescado presentaron el mayor
AD.O, existiendo ademas diferencias estadisticansighificativas de estos grupos
con respecto a sus respectivos grupos cuande salieinistran dosis de adriamicina
de 2.5 y 10 mg/kg/dia. En el grupo basal C se @pmae la administracion de 10
mg/kg/dia de adriamicina también provoca un descensel swelling mitocondrial. A

diferencia de las otras dietas el grupg @resenta diferencias significativas cop.C

Por otra parte, cuando se realizaron comparaciemnies los grupos de animales
alimentados con distinta fuente grasa para la maos&é de adriamicina, se comprobo
que para los grupos basales sin adriamicina looreaD.O se presentaron en los
grupos C, G y P. Hubo diferencias entre estos grypel grupo de ratas alimentadas
con aceite de oliva virgen. Esto mismo se obsenamdo a las ratas se les administro
una dosis de adriamicina de 10 mg/kg/dia. Cuanths aatas se les administro una
dosis de adriamicina de 2.5 mg/kg/dia se obsern @u grupo Gs presentaba
diferencias superiores qg s,
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Figura 40. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasds gdministracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobreredif@amiento de mitocondrias frescas de

higado.

11.- MARCADORES DE APOPTOSIS EN TEJIDO HEPATICO

11.1.- Bcl-2

Los valores correspondientes a las diferencias xgeesion génica en tejido
hepatico de Bcl-2 se muestran erfitpira 41. Los resultados obtenidos muestran que
para distintas dosis de adriamicina y un mismo tipodieta ningln grupo presenta
diferencias significativas.

Por otra parte, entre distintas dietas e igualsddsiadriamicina se observa que
s6lo hay diferencias significativas para la dosis mg/kg/dia, donde el grupo oliva

muestra los niveles mas bajos con respecto alpogIG y P.
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Figura 41. Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgsds administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre lareston génica de Bcl-2 en tejido
hepético.
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11.2.- Apaf-1

Los valores correspondientes a las diferencias xgeesion génica en tejido
hepatico de Apaf-1 se muestran erfitmra 42. Para un mismo tipo de dieta no se
observé que ningun grupo mostrara diferencias figgtivas a distintas dosis de
adriamicina.

Para los grupos con distintas dietas e igual dtesiadriamicina sélo se presento
diferencia significativa entre los grupos O y Gdiesis 10 mg/kg/dia siendo el grupo
oliva en el que se observaran los valores sigtiNaaente superiores respecto al de

girasol.
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Figura 42: Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgs#s administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre [@esidn génica de Apaf-1 en tejido

hepatico.

11.3.- Caspasa-3

Los valores correspondientes a las diferencias xgeesion génica en tejido
hepatico de Caspasa-3 se muestran diglaia 43. Al analizar las diferencias entre
diferentes dosis de adriamicina para un mismo dipalieta encontramos que para el
grupo oliva las ratas sin adriamicina presentakaares significativamente inferiores
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respecto al grupo £3. En cambio, en los grupos G y P se muestran difexenc
significativas superiores frente a sus respectivapos de dosis 10 mg/kg/dia.

Al estudiar las diferencias entre distintas digp@sa una misma dosis de
adriamicina encontramos que los grupos basalesdsiamicina @y P, no presentaron
diferencias significativas entre ellos, pero &tén respecto al grupopCPara una dosis
2.5 mg/kg/dia de adriamicina no se observaronatifgas entre grupos. Tampoco para
los grupos con dosis 10 mg/Kg/dia.
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Figura 43: Efecto de la ingesta de diferentes fuentes grgs#s administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre paeston génica de Caspasa-3 en tejido
hepatico.

131



Resultados Capitulo IV

132



CAPITULO V.-DISCUSION

133



134



Discusion Capitulo V

CAPITULO V.- DISCUSION

1. INTRODUCCION

Los organismos multicelulares estan constituidasumonumero predeterminado de
células, que es caracteristico para cada espesgendimero resulta de la suma de dos
procesos conocidos, (a) la multiplicacion celulafy la muerte y eliminacion de un
namero igual de células redundantes. El desequoilientre estos dos procesos
determina efectos que pueden ser letales, yameaxpeso en la destruccion celular,
causa de atrofia de tejidos y 6rganos o por destmaefectuosa, causa de hiperplasias
0 neoplasias(Vaux DL y colbs., 1999; Vaux DL, 1999; Kroemey €olbs.,1995)La
muerte celular programada es un término funciomad, se usa para definir la muerte
celular como parte normal de la vida de los orgaas multicelulares. La apoptosis
(Kerr, 1972) es un término descriptivo que defindipo de muerte celular con diversas
caracteristicas morfolégicas/dux DL y colbs., 1999; Vaux DL, 1999; Kroemer G y
colbs.,1995; Thompsom CB., 1995; Buja LM., 1993;3/BL y colbs., 1994; Haecker
G y colbs., 1994; Stewart BW y colbs., 1994; MaBihy colbs., 1994; Orrenius S.,
1995; Bar PR, 1996; Umansky SR., 1996; Samali Allgsc 1996; Cummings MC y
colbs., 1997; Leist M y colbs., 1997)os términos apoptosis y muerte celular
programada han originado controversia y en genseacepta su sinonimia cuando la
muerte celular depende de la intervencion de psateécaspasas). Sin embargo, se ha
demostrado que ciertas formas de apoptosis sopendentes de caspagaeist, M y
colbs., 2001) Recientes estudios han evidenciado que la mitb@rfuega un papel
importante en ambas formas de apoptosis.

Las mitocondrias juegan un importante papel en fmoptsis y sufren
modificaciones importantes durante este pro¢@s&alace KB y colbs., 1997; Mignotte
B vy colbs., 1998; Juin P y colbs., 1998; Berndrdiy colbs., 1999; Kroemer G y
colbs., 1997; Karbowski M y colbs., 1999; Kroemer 899).Los siguientes efectos
demuestran la importancia de la funcion mitocondnmla apoptosis: (a) alteracion de
la permeabilidad y disipacion del potencial de mema mitocondrial que precede a
menudo a otras modificaciones inherentes a la apfDubinsky JM y colbs., 1999;
Zamzami N y colbs., 1995; Zamzami N y colbs., 19@écesi AE y colbs., 1997; Satoh
T y colbs., 1997; Bradham CA y colbs., 1998; Qiayn dolbs., 1999)(b) inhibicién de
la cadena de transporte de electraiVéslvetang EJ y colbs1994; Higuchi M y colbs.,
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1998)y de la sintesis de ATfRichter C y colbs., 1996)c) rotura de las membranas
mitocondriales con salida de proteinas solublesotdas pertenecientes a la matriz
mitocondrial como las provenientes del espaciamméenbrana, entre las mas conocidas
el citocromoc (Kantrow SP y colbs., 1997; Cai J y colbs., 19828ivotovsky B y colbs.,
1998; Martinou | y colbs., 1999)d) accion antiapoptéticas de drogas capaces de
estabilizar las membranas mitocondria{gsa Z y colbs., 1999; Kagedal K y colbs.,
1999) produccion/interaccion de especies reactivasogieno(Boveris A y colbs.,
1973; Cadenas E y colbs., 1977; Chance B y colt$79; Giulivi C y colbs., 1995;
Tada-Oikawa S y colbs., 1999; Shoji Y y colbs. 5)199del nitrgengPoderoso JJ y
colbs., 1996; Giulivi C y colbs., 19p&n las membranas mitocondriales, con accién
citotoxica conocidaBoveris A y colbs., 1973; Cadenas E y colbs., 9y accién de

la familia de proteinas Bcl-2, que inhiben o aatimaecanismos mitocondriales.

Desde los afios sesenta, la doxorubicina (AdriamiddXR) ha sido uno de los
farmacos quimioterapicos mas usado en el tratamidet una amplia variedad de
canceres humano@/Neiss R.B., 1992)Desafortunadamente, ademas de su potente
efecto antitumoral, el uso de la DXR esta asocado numero de efectos indeseados,
especialmente una cardiotoxicidad severa. Esta lomanjpn representa el mayor
obstaculo del uso prolongado de la droga y/o emadtl de dosis excediendo los 550
mg/nt. (Basser RL y colbs., 1993; Minotti G y colbs., 200#0n RD y colbs., 1990;
Singal PKy colbs., 1997).a DXR ejerce su accion anticancerigena y toxica po
distintos mecanismos; la respuesta anticancerédassciada con su intercalacion en la
cadena de ADN, la inhibicion de la topoisomerasg l& apoptosis, mientras que la
toxicidad esta principalmente vinculada al estr&glaiivo. Hasta el momento tal
separacion no esta del todo justificada. Pareceqser la respuesta beneficiosa
(terapeutica/anticancerigena) y la perjudicial iGax al tratamiento con DXR se
superponen, es decir, ambas comparten efectoresinesim tales como el estrés
oxidativo, y ambas involucran la apoptosis.

Debido a la amplia utilidad de la doxorubicina en duimioterapia para el
tratamiento de muchos tipos de cancer, numeros@stigadores tratan de impedir o
atenuar los efectos secundarios toxicos de la astngicion de la misma. Con este fin,
varias estrategias han sido aportadas, incluyeoplimizaciéon de la dosis, sintesis y
uso de analogos, y terapia combinada. En relacilantarapia combinada, el método

mas eficaz ha sido la combinacion de la adminigtnacde la droga junto con
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antioxidantes con el fin de reducir el estrés axida Durante los ultimos 15 afios,
nuestro grupo de investigacion ha estado trabajendims efectos del aceite de oliva
virgen y de los antioxidantes presentes en el migmlifenoles, coenzima Q, vitamina
E...) en relacion con la toxicidad de la adriamicer ratas. Varios aspectos del
metabolismo, en particular aquellos relacionados ko composicion mitocondrial,
funcion y generacién de radicales libres han sglodgados en relacion a la adriamicina
y la ingesta de aceite de oliva virgen u otrosgige grasas comestibles. Entre otros
resultados encontramos que cuando las ratas camswuomo fuente grasa aceite de
oliva virgen se producian niveles mas bajos dexigaoion en mitocondria de higado y
se atenuaban los efectos toxicos de la droga easveomponentes de la cadena de
transporte de electrones. Ha sido ampliamente deadosque la efectividad del aceite
de oliva virgen en la proteccion de membranas biok®s es mayor que la del aceite de
girasol o aceites de semillas. Hecho debido a fjesteés oxidativo esta relacionado
con la composicion lipidica de las membranas bioksy de modo que una fuente grasa
poliinsaturada (aceite de girasol) generard menalsramas susceptibles al dafio
oxidativo que una fuente grasa saturada (grasaa#nonmonoinsaturada (aceite de
oliva). Para estudiar la importancia relativa dedatioxidantes presentes en el aceite de
oliva, comparamos un aceite de oliva refinado leamj@ntioxidantes con otro aceite de
oliva refinado enriquecido con vitamina E. El aeele oliva refinado suplementado con
vitamina E mejora mucho los efectos de este aceitgestible contra la toxicidad de la
adriamicina en ratas. De hecho, los niveles deop&hoxidos producidos por la
adriamicina inyectada intraperitonealmente eran ati@s en aceite de oliva refinado
gue en el aceite de oliva virgen o refinado suptead® con vitamina E.

El objetivo del presente estudio es comprobarssimidocondrias de tejido hepatico
enriguecidas de forma fisioldgica a través de ksa@rdietética en acido oleico y en
antioxidantes (polifenoles, vitamina B..son menos susceptibles a la peroxidacion
lipidica y, por tanto, teéricamente, mas resistemtieproceso apoptético inducido por
diferentes dosis de doxorubicina que aquellas eeddas con &acidos grasos
poliinsaturados. Estos resultados podrian ayudatetgrminar como mediante la
intervencion dietética (o nutricional) podiamos @dp o atenuar los efectos
secundarios toxicos de la administracion de laaaddina sin interferir en su
mecanismo anticanceroso, en un intento de mejola cididad de vida de los pacientes

sometidos a esta terapia antitumoral.
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El presente estudio es novedoso ademas de lo yacdds, porque aborda
aspectos de la apoptosis desde un punto de \s&d§ico a nivel del higado, 6rgano
central en el metabolismo y de naturaleza mitotes, decir, con capacidad de
regeneracion

2.- ESTUDIO SOBRE LA ADAPTACION DE LOS ANIMALES AL _MODELO
EXPERIMENTAL: ADAPTACION DE LOS FOSFOLIPIDOS DE MEM _BRANA
MITOCONDRIAL AL PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE LA DIETA

El objetivo fundamental de esta investigacion haswtido en la bdasqueda de
diferencias, en el caso de que las hubiera, en ddulaciéon de los mecanismos
apoptaticos celulares inducidos por distintas ddsisloxorubicina en ratas alimentadas
durante un periodo de tiempo de tres meses conefi@nasas que difieren entre si en

cuanto a su perfil en acidos grasos, en concreliteade oliva, girasol y pescado (Tabla
8).

Aceite de oliva virgen Aceite de girasol Aceite de pe  scado

Acido graso (9/100g) (9/100g) (9/100)
Acido oleico (C 18:1n9) 77,7 24,2 15,1
Acido linoleico (C:18:2n6) 3,2 62,8 2,8
EPA (C20:5n-3) 0,2 0,1 18,6
DHA (C22:6n3) 0,1 0,1 10,5

Tabla 8.- Principales diferencias en cuanto al perfil delés grasos de los aceites
experimentales.

Por tanto, se hace necesario comprobar si los &sm§ en concreto, las
membranas mitocondriales de higado, se han adaptdddngesta de estas fuentes
grasas, entendiendo por adaptacién la presencia gerfil lipidico en sus fosfolipidos
similar al menos en un cierto grado al de la fuegr@sa ingerida. Las relaciones

oleico/linoleico Tabla 9) y n6/n3 {Tabla 10) son ideales para un estudio de

adaptacion.
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INDICE OLEICO/LINOLEICO

Grupo Dieta Higado
Control 3,15 1,3
Oliva 24,1 1,7
Girasol 0,4 0,8
Pescado 54 1

Tabla 9.- Relacion oleico/linoleico en la grasa de la aigt en membranas
mitocondriales de higado.

El hecho de que el indice oleico/linoleidabla 9) sea mas elevado en el grupo de
animales alimentado con aceite de oliva virgenceadin la mayor proporcién de acido
oleico presente en el aceite de oliva en comparamé el contenido del mismo en el
aceite de girasol y pescado. Estos datos ponenadéiesto o expuesto ampliamente
en bibliografia en relacion a la capacidad questidas membranas celulares de reflejar
en sus fosfolipidos el perfil de acidos grasosaddi¢ta(Huertas J y colbs., 1991ab;
Ramirez-Tortosa MC y colbs., 1999; Quiles JL y s9ld999; 2002a; Battino M y
colbs., 2002b; Ochoa J y colbs., 2002).

En cuanto a la relacion n6/n3[abla 10) como se puede observar, la relacion
mas elevada la posee el grupo de animales alimentawh aceite de girasol por ser
ésta la fuente grasa con un contenido mayoritagi@addos grasos n6. Lo contrario
ocurre con los animales alimentados con aceiteedegolo, donde se muestra el mayor
contenido en acidos grasos poliinsaturados deria 88 en los animales alimentados

con esta grasa dietética.

INDICE n6/n3
Grupo Dieta Higado
Control 70 51
Oliva 55 17,7
Girasol 171 21,5
Pescado 0,3 0,3

Tabla 10.-Relacién n6/n3 en la grasa de la dieta y en manalsr mitocondriales de
higado.

Estos resultados obtenidos nos permiten afirmarpaque este 6rgano se ha producido
una adaptacién a la dieta a nivel mitocondrialjrpsa necesaria para afrontar el resto

de objetivos de esta Tesis Doctoral.
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3.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA Y LA DOSIS DE AD RIAMICINA
SOBRE EL PESO DE LOS ANIMALES Y SOBRE EL PESO DEL HIGADO

3.1.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis ddriamicina sobre el peso de los

animales

En lafigura 18 se muestra el efecto de la ingesta de diferentedds grasas y la
administracion intraperitoneal de adriamicina saddrpeso corporal de los animales al
sacrificio. Con respecto al efecto de las distidemsas no se muestran diferencias
significativas en esta variable a excepcién depgroontrol que presenta los valores
mas bajos frente a los demas grupos experimentatesanteriores experiencias de
nuestro grupo de investigacion no se observar@rafitias significativas en el peso de
los animalegQuiles JL y colbs., 1999).a introduccion de un grupo control es un
aspecto novedoso de este estudio. La disminuciorelepeso de los animales
alimentados con pienso comercial pensamos que psedeuestion de una ingesta
inferior por parte de los mismos.

Tal y como se puso de manifiesto en el apartadespondiente a los resultados,
para distintas dosis de adriamicina sélo el grupotrol mostré una disminucién
significativa del peso corporal de los animalesi, Ags ratas del grupo control sin
adriamicina presentaron mayor peso que las delog@p y Cio. Una posible
explicacion a este hecho seria que esta disminutiéra una consecuencia de la
movilizacion de las reservas de glucégeno y tegldos frente a un ayuno generado
por la adriamicina. En relacion al efecto de laiadicina en animales de
experimentacion sobre la disminucion del peso catpte diferentes 6rganos debido a
la muerte celular apoptética, en todos los caswsdmbios eran observados a partir del
cuarto dia en adelante de la administracion de dwmaa dosis, en el caso de
intoxicacion agudaYang YM y colbs., 2004 en tratamientos cronicos, en casos de
intoxicacion cronica(Gurusher S. Panjrath y colb., 2007En nuestro estudio el
sacrificio tuvo lugar 24-48 horas después de laiaidtracion de la droga, siendo ésta la
posible razén por la cual el peso de los animatewes poco influenciado por el

tratamiento.

140



Discusion Capitulo V

3.2.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis @elriamicina sobre el peso del
higado

En lafigura 19 se muestra el efecto de la ingesta de diferentedda grasas y la
administracion intraperitoneal de adriamicina sadneeso del higado al sacrificio. Para
las diferencias entre grasas, el grupo pescadotraues pesos de higado mas elevados.
Este resultado coincide con una disminucion delidégdos y colesterol a nivel
plasmatico. Por tanto, pensamos que el aumentoede ge tejido hepatico es una
consecuencia de la movilizacion y el acimulo dglitéridos y colesterol en higado
como reserva energética para llevar a cabo mecasisamto de dinamica como de
reparacion de los dafios causados por el aumergerdridacion lipidica que genera la
ingesta de este tipo de grasa dietética.

En cuanto al efecto de la adriamicina observamas lgudosis 2.5 mg/kg/dia
produce una disminucion significativa del pesotdgtio hepatico respecto a los grupos
controles. La dosis de 10 mg/kg/dia también genaeadisminucion del peso de este
organo frente a los grupos basales (sin adrian)icinenque en este caso las diferencias
no son significativas. Como veremos mas adelamaeiomando diferentes parametros,
esta disminucion de peso se debe a la respuespagierdel higado frente a la toxicidad
de la adriamicina. Estos resultados apoyan la égmte una movilizacion y utilizacién
metabdlica de las reservas de glucégeno vy triglioérconsecuencia de variaciones en
procesos de obtencion de energia y, con el objdivisacer frente a los mecanismos de
defensa antioxidante y procesos de dinamica mittrean Ademas del efecto ayuno
gue genera la adrimicina per sé, el cual se tradanemayor rapidez a nivel hepatico
por ser éste el 6rgano central del metabolismo.

4.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA Y LA DOSIS DE AD RIAMICINA
SOBRE PARAMETROS DE BIOQUIMICA PLASMATICA

4.1- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis ddreamicina sobre el contenido de
colesterol y triglicéridos totales en plasma

Los valores correspondientes al contenido de aolasy triglicéridos totales en
plasma en funcion de la grasa de la dieta y lasddsiadriamicina se muestran en las
figuras 20 y 21 En cuanto a las diferencias entre grasas pargriggos basales (sin

adriamicina), observamos que el grupo alimentado @ceite de pescado presenta
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valores significativamente mas bajos de colestgrddiglicéridos en plasma. Como
hemos comentado anteriormente estos resultadogmpsed debidos a la movilizacion y
acumulo de triglicéridos y colesterol a nivel hegapor efecto de la ingesta de aceite
de pescado como fuente grasas, lo que justificar®olo la disminucion de colesterol y
triglicéridos plasmaticos sino también el aumendgaificativo del peso de este érgano
frente a los demas grupos experimentales.

En el estudio del efecto de la adriamicina encombsaque para el colesterol
plasmatico ambas dosis producen un aumento de il@te® en todos los grupos
experimentales respecto a los grupos basales (hianacina). Diversos autores
publicaron que la administracion de xenobidticos dg diversos farmacos
anticancerosos, como la adriamicina y la bleomjgimavocan una hipercolesterolemia
en ratagNagaoka, S y colbs., 198@demasNagaoka y colaboradoresugirieron que
podria deberse principalmente a una induccién detasis hepatica de colesterol. Esta
hipotesis sobre el aumento de la actividad de laGHBbA reductasa tras la
administracion de adriamicina coincide con nuestemiltados y con resultados de
estudios previos de nuestro grupo de investigatidertas J y colaboradores (Huertas
J y colbs., 1992%ugirieron que este aumento de colesterol plasmgtiede deberse a
la movilizacién de colesterol desde las membrantscondriales hacia el plasma como
efecto del tratamiento con doxorubicina. En camBiahre el nivel de triglicéridos
plasmaticos la ADR muestra un efecto contrario,ortrando una disminucion
significativa en todos los grupos a los que satksinistro el quimioterapico respecto a
aquellos controles. Tampoco en este parametro rsaliferencias significativas entre
ambas dosis. Este descenso en los niveles decérigibs plasmaticos, podria estar
relacionado, como hemos comentado anteriormentéacacumulacion de triglicéridos
hepaticos con el fin de obtener mas energia y poalsgr frente a los mecanismos de
dindmica mitocondrial y/o de reparacién de los dafiausados por el aumento de
peroxidacién generado por el tratamiento con ddxonoa.

4.2- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis ddraamicina sobre los niveles de
Creatin Quinasa en plasma.

El efecto de la ingesta de diversas fuentes gragada dieta y de la
administracion intraperitoneal de diferentes dalgsadriamicina sobre los niveles de

creatin quinasa en plasma se muestra égusa 22. La creatin quinasa en plasma es
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un marcador de dafio celular. Entre diferentes grgsaa grupos controles (sin
adriamicina), comprobamos que el grupo alimentafoaceite de oliva virgen muestra
valores significativamente inferiores frente a Idemas grupos experimentales,
comprobando asi que mediante la ingesta de estédigrasa se genera un menor dafo
a nivel celular. Estos resultados muestran el efieenheficioso del aceite de oliva virgen
respecto a las demas grasas de la dieta.

En el estudio de la administracion intraperitong@ladriamicina y segun los
resultados obtenidos comprobamos el efecto detetiyda adriamicina sobre todos los
grupos experimentales. También comprobamos que dfgdtto es mayor para la dosis
2.5 mg/Kg/dia, resultado que viene a confirmar lqueosis inferior genera mayor dafio

celular mayor que la dosis 10 mg/Kg/dia.

5.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA Y DOSIS DE ADRIA MICINA
SOBRE PROTEINAS MITOCONDRIALES DE HIGADO

Los valores de proteina mitocondrial hepatica sestnan en ldigura 23. Con
respecto al efecto de la ingesta de diferentestdsegrasas se observa que el grupo
alimentado con aceite de pescado presenta nivigleificativamente mas elevados de
proteina mitocondrial. Una posible explicacion sngsesultados seria que la ingestion
de acidos grasos poliinsaturados n3 y adaptaci@sta perfil de las membranas
mitocondriales generan membranas de mayor susitiglatiba la peroxidacion, de esta
forma las proteinas mitocondriales estan sometdas ataque oxidativo mayor por lo
que el turnover o recambio proteico se vea aumentams demas grupos no presentan
diferencias significativas entre ellos aunque siesbbamos una tendencia por parte de
los grupos oliva y control a mostrar los nivelepdateina mitocondrial mas bajos.

En cuanto al efecto de la adriamicina diversoslgsrestudios que apuntan a la
interferencia en la sintesis de proteifisiller 1 y colbs., 1998; Singal PK y colbs.,
2000; Gewirtz DA y colbs., 1999) destruccion de las mismas como uno de los
mecanismos de toxicidad de la adriamicina. En nagsondiciones experimentales, el
aspecto mas evidente a destacar es la disminuigidifiGativa en la concentracion de
proteina mitocondrial en todos los grupos expertalea a la dosis 2.5 mg/Kg/dia de
adriamicina frente a los grupos basales. Los graptss que se les administréo una

dosis de 10 mg/Kg/dia también vieron disminuidos hiveles de dicho parametro
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aunque estas diferencias no fueron significatizate resultado aporta una evidencia
mas de que la dosis 2.5 mg/Kg/dia ejerce una acciéa potente que la de 10
mg/Kg/dia Ademagyiarcillat y colaboradoregMarcillat O. y colbs., 1988publicaron
que un aumento en la concentracion de adriamicmdae mismas condiciones
experimentales conducia a una disminucion de léegplisis tal y como ocurre en

nuestros resultados.

6.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA SOBRE LA COMPOSI CION
LIPIDICA DE LA MEMBRANA MITOCONDRIAL DE HIGADO

6.1.- Efecto de la grasa de la dieta sobre la fraén de acidos grasos saturados

(AGS) en membrana mitocondrial hepatica

Los valores correspondientes al contenido en acgl@sos saturados en
membrana mitocondrial hepatica se muestran ¢éabla 7. En general, se observa que
aungue la proporcion de AGS aportada por las feegitesas de la dieta no es alta, el
higado presenta elevadas proporciones de eésto®sagdasos. Dichos valores
porcentuales estan entorno a un 40-50% y coingdenios datos de otros autores en
relacion a la proporciébn de AGS en membranas bicdggde ratgNavarro MD y
colbs., 1994; Quiles JL y colbs., 19992; MartirB02).

Como podemos observdabla 7 el tipo de aceite ingerido no fue muy
determinante del contenido de &acidos grasos satsirddtales, no observandose

diferencias significativas entre grupos experimlestaespecto a la fraccion de AGS.

En cuanto a los acidos grasos saturados consideradividualmente, se
muestra en ldabla 7, en ella se puede apreciar que no se presentafererdiias
significativas en el contenido en laurico ni midst En cuanto los niveles de palmitico
y estearico, sélo el grupo control muestra difei@nsignificativas frente a los demas
grupos presentando los niveles mas bajos en patnyitios més altos en esteérico. Ha
sido ampliamente demostrado que el acido grasoiaadn{C16:0) esta implicado en la
inducciéon de la apoptosis en cultivos celularesuda amplia variedad de tejidos. El
mecanismo por el cual el palmitato induce la apsipt@n cardiomiocitos de ratas
involucra varios marcadores de muerte celular progda incluyendo translocacion de

la fosfatidilserina, fragmentacién del ADN y actién de la caspasa-3. En concreto, se
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ha descrito que en cardiomiocitos el palmitato aidua apoptosis a través de la
modificacion de funciones mitocondrial@géong JY y colbs., 2000).

6.2.- Efecto de la grasa de la dieta sobre la fradon de acidos grasos

monoinsaturados (MUFA) en membrana mitocondrial hegtica

Los valores correspondientes al contenido en agasos monoinsaturados en
membrana mitocondrial hepéatica se muestran etabdi 7. En conjunto, podemos
observar que el grupo de animales alimentados ceiteade pescado presenta un
contenido en AGMI menor significativamente al redéogrupos experimentales. Segun
estudios previos de nuestro grupo de investiga@éte resultado puede suponer una
desventaja frente a la peroxidacion lipidica dent@snbranas mitocondriales ya que un
menor porcentaje en AGMI genera un estado basal s@sible, de mayor
susceptibilidad a la accion de los radicales lilgeseradogHuertas J y colbs., 1999;
Ochoa JJ y colbs., 2003).

De forma particular ha sido estudiado el contemalativo en acido palmitoleico
(C16:1) y en &cido oleico (C18:1) de las membramétecondriales de higado. Es
llamativo que los porcentajes en palmitoleico no sderiores a los hallados en acido
oleico, como se desprende de anteriores estu@wasdbs a cabo por nuestro grupo de
investigacion(lbafiez S, 2003)alvo para el grupo oliva para el cual esta difgeeno
es significativa. Para el caso del acido oleicoserodan diferencias entre grupos a
excepcion del grupo pescado que muestra niveleffisaggivamente mas bajos en este
acido graso. El grupo alimentado con aceite degaesingiere predominantemente

acidos grasos de la serie n3. Estos acidos grasdagen una potente inhibicion de la
Ag desaturasa que incorpora acidos grasos de lars&rieazon por la cual el acido

oleico presenta unos niveles inferiores signifiGatiente en el grupo alimentado con

aceite de pescado frente a los demas grupos exggdles.
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6.3.- Efecto de la grasa de la dieta sobre la fradn de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) en membrana mitocondrial hegtica

Los &cidos grasos poliinsaturados totales reprasecinjuntamente el otro gran
componente de los acidos grasos de la membranaandoal hepatica, inferiores no

obstante a los saturados que constituyen la fragriacipal.

La fraccion poliinsaturada de la membrana mitociahdesta involucrada en
situaciones de estrés oxidativo y apoptosis mitddal. Cuanto mas insaturada es una
membrana, mas sensible a la accion perjudicial a$e rhdicales libres y como
consecuencia de esto se produce una modificaci@usi@ropiedades fisicoquimicas,
alterando la fluidez y por tanto, el ambiente quoden a las proteinas y a otros
componentes de la membrana interna mitocondriakrgelora de la mayor proporcién
de energia que la célula consu(8giteller G., 2001; 2002).os PUFA son moléculas
que inducen la apoptosis de células HL-60. Estadcidn depende del equilibrio entre
el numero de dobles enlaces y de la longitud dmdeena de acidos gras@sica Ky
colbs., 2001)

Ha sido ampliamente demostrado que una dieta augftd grasa es el aceite de
pescado, rica en acido eicosapentaenoico (EPANA):%y acido docosahexaenoico
(DHA, 22:6n-3) es mas capaz de iniciar el procesapbptosis que aquella combinada
con aceite de girasol o semillas, rica en acidoldico (18:2n-6). Seguoung Hong
Mee y colaboradoresel mecanismo que activa la apoptosis se bakairoorporacion
de &cidos grasos n3 a los fosfolipidos de las mamalsrmitocondriales incrementando
su susceptibilidad a la peroxidacion resultandodisminucion de la permeabilidad de
la membrana mitocondrial, liberacion del citocromal citosol y activacion de la

caspasa-3Young Hong Mee y colbs., 2002).
a) PUFA n-6 en membrana mitocondrial hepatica

Los valores correspondientes al contenido en acgtasos poliinsaturados n-6 en
membrana mitocondrial hepatica considerados indalidente se muestran entddola

7. Los valores estadisticamente mas elevados ensagrdsos de la serie n-6, linoleico
y araquiddnico, lo presenta el grupo de animaliesesitados usando como fuente grasa
el aceite de girasol, de acuerdo con la ya conoadiptacion de acidos grasos en
tejidos animales como reflejo de los acidos grakotas dietas animaldbluertas J y
colbs., 1991; Conroy DMy colbs., 1986; Holmes Ri®lps., 1985)
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b) PUFA n-3 en membrana mitocondrial hepética

Los valores correspondientes al contenido en acgtasos poliinsaturados n-3 en
membrana mitocondrial hepética considerados indalidente se muestran entédla

7. El aceite de pescado esta altamente enriquecidoigaimente en dos acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga de la serie n3,JEPHA, razon por la cual los valores
mas elevados en éstos acidos grasos, lo presemamitocondrias del grupo de
animales alimentados usando como fuente graseeiéate pescado. EI EPA y DHA
incorporados a los fosfolipidos de las membrandecomdriales tienen efectos en la
composicion y funcion de las membrariadong MY y colbs., 2002produccion de
ROS Hong MY vy colbs., 2002; Watkins SM y colbs., 1968dacion lipidica de las
membranagHawkins RA y colbs., 1998y apoptosis(Chang WC y colbs., 1997).
Numerosas evidencias sugieren que el estrés owigagin particular la oxidacion
lipidica de la membrana, puede modular la apoptsiselulas enriquecidas con PUFA
n3 (Yeevoon Ng y colbs., 2005).

6.4.-Efecto de la grasa de la dieta sobre la reléci acidos grasos
monoinsaturados/acidos grasos poliinsaturados (AGMAGPI) en membrana

mitocondrial hepética

Los valores correspondientes a la relacion AGMIPAGen membrana
mitocondrial hepética se muestran emalala 7. La relacion AGMI/AGPI més elevada
se observa en los grupos experimentales contrbVg wirgen presentando diferencias
significativas con respecto a los grupos giraspegcado en los cuales la relacion va
disminuyendo significativamente, siendo, el grugsgado el que muestra la relacion
mas baja. Estos resultados estan de acuerdo casplerado, aquellos grupos de
animales alimentados utilizando como fuente grhsaaite de oliva acumulan en sus
membranas mitocondriales un mayor contenido en AG@Mtho que contribuye al
aumento en la relacion AGMI/AGPI. En cambi@ms membranas mitocondriales de los
animales alimentados con grasa de pescado presewigores cantidades de acidos
grasos poliinsaturados siendo la relacion AGMI/AGPinas baja de todos los grupos

experimentales.
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6.5.- Efecto de la grasa de la dieta sobre el indiale insaturacion e indice de

peroxidacién en membrana mitocondrial hepatica

Estos indice son indicativos de la mayor o mengsceaptibilidad de las

membranas a sufrir dafio oxidativo.

Los valores correspondientes al indice de insatumay peroxidacion en
membrana mitocondrial hepatica se muestran ¢abla 7. El grupo pescado presenta
valores significativamente mas elevados de amliieds; insaturacion y peroxidacion,
lo cual esta justificado debido a que el aceitepdscado posee gran contenido en
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) que contiameralto grado de instauracion
(EPA y DHA) y altamente peroxidablg§&otto AM., 1998; Gardner HW., 1989;
Sugihara N y colbs., 1994; Allard JP y colbs., 199&lozza P y colbs., 19963unque
hay numerosos estudios que describen una relagithe @eroxidacion lipidica y
apoptosis, la via especifica por la cual la pewwiith conduce a la apoptosis parece ser
elucidada. En un estudio realizado ptawkins RA y colaboradorgdiawkins RA y
colbs., 1998ke establecié una correlacion positiva entre elerdnde dobles enlaces
en los acidos grasos, su incrementada suscepdithibdla peroxidacion lipidica y su

potencial para la induccion de la apoptosis

En cambio, el grupo oliva junto con el controtgenta el indice de insaturacion
mas bajo, ya que el aceite de oliva posee mendogia insaturacion que aceites de
girasol y pescadoEntre los grupos control, oliva virgen y girasol se presentan
diferencias significativas en cuanto al indice éeogidacion. Este hecho es llamativo
para el grupo oliva, en el cual este indice tearaate deberia ser inferior al del grupo
girasol. La justificacion puede ser debida a qoey@ se puede observar endala 7,
el grupo oliva posee un mayor contenido de acidasaoy n3 (EPA y sobre todo DHA)
que el grupo girasol, lo que puede contribuir ahento del indice de peroxibilidad de

este grupo que “a priori” y tedGricamente seria meno

7.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA Y LA DOSIS DE AD RIAMICINA
SOBRE _PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO EN_MEMBRANA
MITOCONDRIAL DE HIGADO: HIDROPEROXIDOS y TBARS

Como se ha indicado repetidamente, se ha obsequagltos perfiles lipidicos de

la membrana mitocondrial generados tras la ingstecidos grasos poliinsaturados son
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mas susceptibles a la peroxidacién lipidica quegeserados mediante el consumo
preferente de acidos grasos monoinsaturados. Hstzmibilidad a la peroxidacion
tiene como consecuencia la modificacion en lasipdagles de las membranas que los
contienen y de las proteinas integradas en ellasarglo en un circulo vicioso de
generacion de radicales libres y alteraciéon deulacibn mitocondrial, hecho que
conlleva al declive en la capacidad de obtenciderkrgia por la principal fuente de
suministro de la célula como es la mitocondria yikima instancia a la muerte de la
célula(Huertas JR y colbs., 1991; Mataix J y colbs., 1998

Para estimar el grado de peroxidacion de las marabraitocondriales hepaticas
se han empleado en el presente estudio dos paodmdia determinacion de
hidroperoxidos lipidicos, que son los productogiaiés de la oxidacion de é&cidos
grasos fosfolipidicogTeoh CY y Davies KJA; 2003) la medicion de sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), marcaderla fase terminal de la cadena de
peroxidacion lipidicgQuiles JL., 1995).

Las dietas experimentales control, oliva y giragaheran los mismos niveles de
hidroperéxidos en las membranas mitocondriales thiggsa mientras que la dieta con
grasa de pescado es la que produce mayor cantdastas compuestos iniciales en la
cadena de peroxidacion lipidica, alcanzando valdee2 mmol/mg. Este incremento
significativo es logico y atribuible a que la grada pescado determina membranas
mitocondriales con mayor grado de insaturacién,hdeho en estas mitocondrias,
existen 10 &cidos grasos poliinsaturados por caolaomsaturado, o que determina
unas membranas con alta densidad de dobles entameson los puntos de actuacion
de las especies reactivas derivadas del oxigeacentuado por el elevado contenido de
acidos grasos n3 de larga cadena. En nuestro @ssirdiembargo, la dieta con la fuente
grasa girasol, no genera mas cantidad de hidrojge®en mitocondrias hepaticas que
las dietas control y oliva virgen. Ello se podrigbér a que en estas mitocondrias, la
relacion monoinsaturados:poliinsaturados es de , Ov&Bor intermedio entre lo
observado en membranas del grupo pescado (Olélgbservado en los grupos oliva y
control, cuyo indice es superior (0.98 y 1.00 respamente). En mitocondrias
hepaticas del grupo girasol, por tanto, existidas acidos grasos poliinsaturados por
cada monoinsaturado, por lo que la probabilidaduiesus acidos grasos se peroxiden
es netamente inferior a lo que ocurre con la dietcado y algo superior a las dietas
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control y oliva virgen, en cuyos membranas la projgm acidos grasos
monoinsaturados:poliinsaturados seria de 1:1. Easesondiciones, el sistema de
eliminacion de hidroperoxidos en mitocondrias hiepat a cargo del doble sistema
enzimatico, Glutation peroxidasa y Glutation S-Bfarasa seriafigura 45) mas

eficiente en los grupos control, oliva virgen yagiol que en el de pescado.

é H,O0,
26sH NADPH 6 fosfogli-
cérido
G6PDH
GSSG nape™ Glucosa &

ROOH

6 fosfogli-

2GSH NADPH
cérido
GPx
Gr

SOD = Superéxido dismutasa GST
CAT = Catalasa assG naoe™ Glucosa &

fosfato
GPx = Glutatién peroxidasa
GST = Glutatién S-transferasa ROH + H,O
ROOH = Hidroperéxidos

ROH = Hidréxidas
G6PDH = Gh 6 fosfato deshidroge!

Figura 45: Sistema de eliminacién de hidroperéxidos en mitdcas hepaticas

Esta hipétesis, estaria también abalada por el mmmienido de a-tocoferofigura
26) en las mitocondrias, como consecuencia de su nayoacion.

Por otra parte, los valores observados de TBAR& dernlos productos finales de la
peroxidacion lipidica, demuestran que son lasadigirasol y pescado las que generan
un mayor estrés peroxidativo, resultados que edtdacuerdo con lo demostrado por
Huertas y colaboradorefHuertas y colbs., 199%en un disefio experimental similar al
nuestro, si bien estos autores expresaron esteadwarde peroxidacion en funcion de
gramos de tejido fresco. Cuando nosotros hacentasraasformacion observamos una
total coincidencia en los resultados obtenidosMIBIA, es una molécula que se genera
con mayor facilidad a partir de peréxidos cicliclos, cuales a su vez, se producen a
partir de la peroxidacion de acidos grasos que corimdmo han de tener dos dobles
enlaces. Por ello deberiamos de haber esperador peyduccion de TBARS en las
membranas mitocondriales del grupo pescado lo gabaplemente no se produce
porque el sistema enzimatico en hepatocitos regbptmsle la eliminacion de MDA es
muy eficiente o bien porque una mayor parte deopiehoxidos se habrian derivado

hacia la potenciacion del ciclo en cascada de aordn lipidica.

150



Discusion Capitulo V

Estos resultados apoyan la idea de que la fuemisaguoliinsaturada genera un
mayor estrés peroxidativo que la fuente grasa nmgatiradgQuiles JL y colbs., 1995;
Mataix y colbs., 19983iendo el grupo pescado el que muestra los nivedeselevados
de hidroperoxidos y TBARS junto con el aceite dagpl. En cambio, el grupo oliva
virgen presenta valores inferiores a los demasagregperimentales resultado que esta
de acuerdo con estudios previos realizados potnougipo de investigaciofHuertas
Jy colbs., 1992; Quiles JL y colbs., 1999).

Cuando sobre el estrés peroxidativo cronico, geloepar el grado de insaturacion
de la grasa de la dieta, aplicamos un fuerte eatyédo por la inyeccién intraperitoneal
de adriamicina, a las 48 y 24 horas previas alifgaor de los animales de
experimentacion, observamos que los valores deopeddxidos generados en
mitocondrias, difieren en funcién de la grasa déitda y de la dosis de adriamicina
aplicada. Es la dosis intermedia, 2.5 mg/kg/diagu@ genera mayor cantidad de
hidroperoxidos en los grupos control, oliva virggngirasol, si bien, los valores
obtenidos con los grupos control y pescado nordifiele lo observado con las dietas
experimentales sin adriamicina. Ademas, la dosisldemg/kg/dia, genera menos
hidroperéxidos, en todos los grupos experimentéilesfe a sus respectivos grupos sin
adriamicina. Este comportamiento, “a priori” tan ntadictorio, podria estar
relacionado con procesos de mitoptosis y apoptads las células hepaticas.
Probablemente, la adriamicina ha inducido un estggativo responsable del
establecimiento de mecanismos mitoptoéticos y/o @pieps dependientes de la dosis
administrada. La dosis de 10 mg/kg/dia, podria hdb&rminado la eliminacion de
gran cantidad de mitocondrias y células hepati@agat forma, que los valores de
hidroperéxidos, reflejarian el estatus oxidativocddulas de nueva formacion, en las
que los mecanismos de defensa primarios habrianrgidicidos y por tanto serian mas
eficientes en su accidn enzimatica. En este sergita bien demostrado que el higado,
organo mitético, presenta una gran capacidad denezgcion. Ademas la adriamicina,
tal y como se argumenta en la introduccion bibhafiga, es un farmaco con elevada
capacidad apoptotica.

La doxorrubicina, antraciclina aminoglucdésido, niteesin amplio espectro de
actividad antitumoral, atribuida principalmentgwe muestran una alta afinidad hacia
el ADN y ARN (Goldman R. y colbs., 1978si como una elevada toxicidad causada

por la peroxidacion lipidica. De hecho, la mayat@los estudios sobre los efectos
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cardiotéxicos de las antraciclinas apuntan a la bmana mitocondrial, como el blanco
principal de la toxicidad celular. En este senti8mgal y colaboradore¢Singal y
colbs., 1986)a apuntaron que la adriamicina, a dosis elevathge swelling y lisis
mitocondrial, rotura de criptas y formacién de @asr intramitocondriales densos en
Ca'. Estos efectos mitocondriales se ven acentuadapi@ae@stas organelas celulares
son las Unicas estructuras celulares que contieaetiolipina y la afinidad de la
adriamicina por la cardiolipina es alrededor de \&es mayor que por otros

fosfolipidos Goormaghtigh E y colbs., 1986).

Los valores obtenidos de TBARS, con ambas dosisigrodatificar la hipétesis
anterior. Este marcador de peroxidacién lipidicanalfi incrementa muy
significativamente con respecto a las dietas sinammcina en todos los grupos
experimentales, sobre todo cuando el contenid@a dgdsa de la dieta es oliva virgen,
girasol y pescado a dosis de adriamicina de 2..kgfdja. Estos resultados estarian de
acuerdo, con que esta dosis generaria suficietries ggeroxidativo como para que se
hayan iniciado procesos de mitoptosis mitocongrieth menor medida los de apoptosis
celular. Sin embargo, con una dosis cuatro vegaesrgu de esta droga (10 mg/kg/dia)
habria habido un predominio de los mecanismos apops sobre los de mitoptosis, lo
que justificaria que los valores de TBARS fuesgnificativamente mas bajos en todas
las dietas experimentales, con respecto la dog$e&sion aunque ligeramente mas
elevados a sus respectivos controles. Esta arganiénj estaria justificada por el
descenso en el peso de higado de los animalespeeregntacion de todas las dietas
experimentales con la dosis baja de adriamicinaa@sb la recuperacién parcial con la
dosis elevada. Asimismo, los valores de proteirtacondrial siguen esta misma pauta,
lo que nos indica que la adriamicina genera unaitapte poblacion de mitocondrias,

mas acentuada con la dosis de 2.5 mg/kg/dia.

8.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA Y LA DOSIS DE AD RIAMICINA
SOBRE _EL CONTENIDO MITOCONDRIAL EN  MOLECULAS
ANTIOXIDANTES EN HIGADO: ¢-TOCOFEROL y COENZIMA Q

8.1- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis déreamicina sobre el contenido

mitocondrial en a-tocoferol en higado.
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El contenido mitocondrial de-tocoferol en higado muestra valores muy dispares
en funcién de la grasa de la dieta. La dieta erpmrtal control es la que induce menor
contenido de este antioxidante (0.Q&gmg) frente a las dietas oliva virgen y girasol
(0.4847ug/mg y 0.5091ug/mg), mientras que la dieta con pescado deterrat@es
intermedios (0.2708g/mg). Estas diferencias no dependen del apoetétdio de este
antioxidante, puesto que como mostramos etalida 11, la dieta de pescado y la
control son las que aportan mayor y menor conted&l@-tocoferol respectivamente,

mientras que oliva virgen y girasol aportan valonésrmedios.

Tabla 11: Contenido dex-tocoferol en las dietas experimentales del estudio

Probablemente, el contenido @¢ocoferol, de las membranas mitocondriales sea
mas dependiente del grado de peroxidacion lipidiéaico, determinado por el perfil
de acidos grasos mitocondriales como consecuercia ddaptacion a las respectivas
fuentes grasas, aunque esta hipotesis tampocacaplicompletamente el contenido
mitocondrial de este antioxidante. En este sentidestros estudios precedentes con las
mismas fuentes grasas, demuestran que el conteeidetocoferol en membranas,
cuando el estrés oxidativo es cronico y de bajnsitlad, suele mostrar una relacion
inversa con los productos de peroxidacion lipidiEas. decir, cuanto mas estrés
peroxidativo, menor contenido de antioxidantes embranas, como consecuencia de
su accion/recambio y a pesar de la movilizaciémpdel plasmatico del correspondiente
antioxidante hacia las membranas celulares. Entnauestudio, tal y como se muestra
en lafigura 46, existe una tendencia a mantener mayores conciemiescde a-
tocoferol en membranas mitocondriales a medida magor es la produccién de
hidroperéxidos, y esta correlacién es mayor erlieiss experimentales oliva y girasol,
mientras que es menor en pescado e inexistentdacdreta control. Esto pone de
manifiesto que este antioxidante funciona de foapeopiada con las dos primeras
dietas experimentales, mientras que con la de gescaobre todo con la dieta control,
se produce cierta limitacion en el mantenimientb mol requerido en membranas

mitocondriales para este antioxidante. Es decir,laalieta girasol, no es el a-tocoferol
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el factor limitante, podrian ser otros antioxidantesi lo seria con la dieta experimental

pescado, con la que la elevada actuacion antiobeddanpide un apropiado recambio del

a-tocoferol.

a-Tocoferol (ug/g higado fresco)
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Figura 46: Correlacién entre a-tocoferol e hidroperéxidos esopde higado

fresco

Segun este argumento, seria dificil explicar ldsrea obtenidos en el grupo control

porque se deberian de esperar mayores valores tdeofarol, dada la baja

concentracion de hidroperéxidos y TBARS que gernerabablemente, para esta dieta

podria prevalecer mas el aporte dietético de ediexadante, de hecho es la que menor

contenido dietético aporta, sin descartar otrodofas como son el contenido y

actividad del conjunto de antioxidantes celula@sa posible explicacion, en el caso de

la dieta control, es que ésta genere membranasnayor contenido de acidos grasos

saturados, es decir, los animales alimentados cardieta control generen membranas

con una relacién acidos grasos: proteina muy aléalemas con un Il similar al de

pescado. Otra posibilidad es que esta dieta expatahgenere una mayor tasa de

recambio y regeneracion celular junto al menor tepdietético de a-tocoferol.
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Distancias Euclides
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Figura 47:

Cuando inducimos un estrés oxidativo agudo consddsi adriamicina de 2.5 y 10
mg/kg a las 24h y 48h antes del sacrificio, disiyénal contenido mitocondrial de
tocoferol en todos los grupos experimentales yalmd mas acentuada con la dosis
mas elevada. Estos resultados pueden ser explicagidisnte la funciéscavengedel
a-tocoferol. Sabiendo que la distribucion de vitaanl se haya proxima de los AG
poliinsaturados (Gomez-Fernandez y cols. 1989) que la adriamicina produce
peroxidacion lipidica como mecanismo de toxicidaddgmos explicar estas
disminuciones en los niveles de antioxidante comefecto neutralizador de radicales
libres. El a-tocoferol rompe la reaccion en caddmperoxidacion lipidica debido a que
los radicales peroxilo reaccionan con el a-tocdfetadoble de rapido que con otros
lipidos. Esta hipotesis explicaria los resultadoi®midos de TBARS e hidroperoxidos,
donde observamos que la dosis de adriamicina aeglky/dia presenta los niveles mas
bajos deu-tocoferol, asi como de hidroperéxidos. En cualqo#so, el descenso del a-
tocoferol vendria determinado por su acciéoavengery por la dificultad del
mantenimiento del pool reducido de este antioxelgatr el &cido ascorbico, coenzima
Q vy glutation peroxidasa, entre otros, mecanismas erian mermada su accion.

Serian las dietas experimentales oliva virgen gsgi;, al tener mayor capacidad de
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movilizar este antioxidante desde el pool plasmaticmembranas celulares, las que
presentaria mayor capacidad en la actuacion denedézula.
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Figura 48: funcionscavengerde la molécula-tocoferol

8.2- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis déreamicina sobre el contenido

mitocondrial de coenzima Q en higado.

El contenido de coenzima Q en mitocondrias conmsestra en lfgura 29 es
dependiente de numerosos factores, todos ellosiogrtdos con su funcidén. Por un
lado, es un elemento clave en el sistema de trabesge electrones mitocondrial, su
funcion principal, en donde mantiene una estequidanede 10:1 con respecto a los
complejos multienziméticos (complejos |, 1l y iM)egando en algunas situaciones a
convertirse en un cuello de botella y limitar landion mitocondrial. Por otra parte,
puede actuar como antioxidante, lo que explicarsplia distribucion en membranas
subcelulares y por ultimo también tiene una funaénregeneracion de antioxidantes
como el alfa-tocoferol.

La concentracion de Coenzima Q en mitocondrias idadio de ratas puede
variar en funcién del estado nutricional y/o dedaadiciones ambientales del animal.

Huertas y colaboradores (1991) en un estudio gindlanuestro observé que el
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contenido mitocondrial de coenzima dependia dell@me insaturacion de la grasa
dietética. Cuando la grasa era poliinsaturadat@ade maiz), los valores de €ran el
doble con respecto a una dieta con grasa monoradatifaceite de oliva virgen). En
general, observaron un incremento ded€pendiente del grado de peroxidacion lipidica
inducido por la grasa de la dieta. En nuestro éstexberimental, también observamos
una concentracion de CoQ dependiente del grademxipgacion lipidica inducida por
la dieta experimental, aunque no tan marcado yuahquaier caso dentro del rango
fisiologico observado por previamentHuertas y colbs., 1991).Cuando la
concentracion de §se expresa por gramo de 6rgano frefigora 48, nuestros
resultados son coincidentes con los de otros estigiinilares, asi es la dieta pescado,
la que genera mayor contenido mitocondrial segdeltas dietas oliva y girasol siendo
la dieta control, la que genera menor concentrad8te comportamiento, dependiente
del grado de insaturacion generado por la diete, dribuido porHuertas y
colaboradores (Huertas y colbs., 19% )a mayor necesidad mitocondrial de obtener
energia y poder asi afrontar la reparacion de loslod grasos fosfolipidicos
peroxidados, debido a una mayor peroxidacion lggidpor parte de las membranas
enriquecidas en n3, el a-tocoferol como antioxigamataria de atenuar el estado
oxidativo, como se muestra enfigura 26, hecho que implicaria la respuesta sinérgica
del CoQ, para mantener el pool de a-tocoferduértas y colbs., 1991 Ademas el
CoQ puede reaccionar con radicales del oxigenoimeeno asi el dafio directo a
biomoléculas, ademas de la iniciacion y propagad&ia peroxidacion lipidicgrei y
colbs., 1990; Ernster y Dallner., 199%n nuestro estudio, también se podria atribuir la
diferencial concentracién de la ubiquinona 9 a estgivo, dado su doble funcién:
antioxidante y componente clave en el sistemaahsporte de electrones mitocondrial.
De esta forma, las mitocondrias asegurarian que @§tmo proceso no resultase

limitante.
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Figura 48: Concentraciéon de CoQ9 en peso de higado fresco

Cuando los animales de experimentacion alimenteolasas distintas dietas fueron
sometidas a un estrés agudo (2.5 y 10 mg/kg daddamicina), incrementa el estrés
oxidativo celular asi como las necesidades enesgetpara hacer frente a los
mecanismos de reparacion. Seria por ello por loequgeneral las concentraciones de
Qo tienden a incrementar en todos los grupos, audeuirma significativa con las
dietas oliva virgen y girasol, con las que se aapla concentracion, con la dosis de 2.5
mg/kg dia. Con la dosis mayor de adriamicina (10kmglia), La concentracion de
ubiquinona @ disminuye con respecto a la dosis inferior en $dds grupos, lo que es
mas evidente con las dietas control y pescado,scugiores descienden a los valores de
los grupos sin adriamicina. Estos resultados parerevidencia que la dosis de 10
mg/kg dia, produce ciertas limitaciones en la féncmnitocondrial de esta molécula
sobre todo en los grupos control y pescado. Lascmitdrias, al estar mas peroxidadas,
podrian perder capacidad en la obtencion de engrgh su accion antioxidante. Esta
pérdida podria estar relacionada con una accida a@ériamicina a dosis elevadas sobre
la maquinaria biosisntética de esta molécula yfaa@gaonsecuencia de un mecanismo
que intentaria mantener la fluidez de membranaeysyypondria la movilizacion tanto
de ubiquinonas como de colesterol.

En la rata, el coenzima Q predominante esgebQ@iferencia de en el hombre en

donde es el coenzima;§ En nuestro estudio, la relacion/Qyo es de de 3 a 4. Esta
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ubiquinona, de mayor peso molecular, tiene una ifblnanas relevante como
antioxidante que como transportador de electronda eespiracion mitocondrial en la
rata. Como se muestra erfilgura 28, la concentracion de@es cuatro veces superior
en las mitocondrias de ratas alimentadas con ta giescado con respecto a las demas,
razén que disminuye a 2.5 cuando se administr@de daja de adriamicina y a 1.5-2
con la dosis mayor. Estos resultados evidenciamgbrtante papel de la ubiquinona
Qio en la dieta de pescado, en cuyas membranas mitgg@s podria suplir la
deficiencia en la concentracion de €n los grupos control y a la dosis baja de la
antraciclina. Sin embargo, los resultados obtenmosla dosis mayor de adriamicina
reforzarian la hipotesis anterior de que el dafitogondrial podria afectar a la via
biosintética de las ubiquinonas y/o como consedaeatal mantenimiento de la fluidez
de las membranas.

En cualquier caso, la concentracién de ubiquinogdal® observadas en nuestro
estudio evidencian una dinamica en cuanto a sudmnmas beneficiosa para las dietas
experimentales oliva virgen y girasol, aunquedacentracion de Q en la dieta de

pescado con o sin adriamicina podria suplir pare@ate esta deficiencia.

9.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA Y LA DOSIS DE AD RIAMICINA
SOBRE EL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL Y SWELL ING
MITOCONDRIAL EN HIGADO

9.1.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis ddriamicina sobre el potencial de

membrana mitocondrial en tejido hepatico

En condiciones normales las células tienen un pakde membrana mitocondrial
elevado. EIAYm es consecuencia del paso de electrones a travda dadena
respiratoria, y su interrupcion provoca una dismidn del mismo, pudiendo inducir
apoptosis y/o digestion de las mitocondrias detesas.

En lafigura 39 podemos observar el efecto de la ingesta de ditseiuentes
grasas y de la administracion intraperitoneal de&atcina sobre eAy, en higado de
rata. En cuanto al efecto de las diferentes fuegri@sas, nuestros resultados evidencian
gue es la dieta experimental oliva virgen la quierdeina valores de potenciales de
membrana mitocondrial mas elevado, seguido deela @xperimental control y girasol

y por ultimo la de pescado, grupo que viene a rapstrpotencial mas bajo. Numerosos
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autores manifiestan que un alto potencial de memabraitocondrial esté relacionado
con una correcta funcion de la cadena de transplertelectrones mitocondrial y con
una equilibrada sintesis de ATMaik Huttemann y colbs., 2008; Lambert y Brand
2004 Nicholls 1974) Serian, por tanto, las mitocondrias de los aremale

experimentacion alimentados con aceite de olivgevir las que tendrian una mejor
funcién mitocondrial, atendiendo a este paramsatrprobablemente debido al menor
estrés oxidativo crénico como consecuencia debgadimiento en sus membranas con

acido oleico y/o del balance en los mecanismodém antioxidante.

En cuanto al efecto de la adriamicina se obseraanonmalizacion del potencial
de membrana mitocondrial en todos los grupos exyeriales, que es mas aparente a la
dosis mas baja. Numerosos trabajos sostienen casnimistraciéon de la doxorubicina
conduce a disminuciones en el potencial de membmataondrial (Du C y colbs.,
2000; Chai J y colbs., 2000aunque la mayoria de estos trabajos se realid@anto
modelos experimentaléa vitro. Estos autores sostienen ademds, que este descens
esta directamente relacionado con la induccion mbptasis. Asi, estudios realizados
por Sweeney y colaboradoréSweeney y colbs., 200@gmostraron recientemente en

cultivos de monocitos que el tratamiento con EPBHA induce una muerte celular

dosis-dependiente por pérdida&iﬂm.

En nuestro estudio, al utilizar un modéhovivo, pensamos que la administracion
de ADR, al inducir un fuerte estrés oxidativo, padncrementar de forma importante
la poblacion mitocondrial, el swelling o hinchantignel descenso del potencial de
membrana y estimular los procesos de digestionaceldo apoptosis, relativamente
rapidos, de tal forma que cuando nosotros saamificaa los animales, observamos una
normalizacion de este pardmetro, entre otros. Nonergte, cuando los dafios sobre las
mitocondrias son en un nivel relativamente bajtivac a los lisosomas primarios para
la digestion de las mitocondrias, mientras que doag nivel de estrés mitocondrial es
en un nivel relativamente alto, activan los megans celulares de muerte programada.
Probablemente, la dosis utilizadas de adriamicm&ste estudio, 2.5 y 10 mg/kg, se
podrian considerar baja y media, respectivamenémiefdo esto en cuenta, y los
resultados mostrados hasta el momento, probablemsentla dosis baja predominarian
los procesos de digestion y mitoptosis mitocondm&bntras que con la dosis alta,

podrian también inducirse procesos de apoptosiggHa tener en cuenta que el higado
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es un tejido mitdtico, con una alta capacidad dgnmeracion. Ademas el proceso de
digestién de mitocondrias alteradas y/o el de miitip, no ocurre en el conjunto de

mitocondrias de una célula, sino que suele ocenrideterminadas zonas.
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Figura 49: Las sefiales mitocondriales de “desnutricion’, (Ga", y citocromo c) (a)
(izquierda) en un nivel relativamente bajo, actiwaios lisosomas primarios para la
digestion de las mitocondrias, (b) (derecha) emiual relativamente alto, activan los

mecanismos celulares de muerte programada.

Por otra partelL.egros F y colaboradoref_egros F y colbs., 2002Jemostraron
que la disipacion del potencial de membrana inHéefusion mitocondrial, por
mecanismos aun no bien conocidos. La disipaciéihgepuede inducir modificaciones
de la estructura mitocondrial que inhiba la funotfa coordinacion de la maquinaria
de fusién. A su vez, cambios en el estado enemédda mitocondria inducen severas
modificaciones en el compartimento de la mgtdackenbrock, 1968y afecta a la talla
y la frecuencia de los sitios de contacto entremi@sbranas mitocondriales interna y
externa(Knoll y Bridczka., 1983; Biermans y colbs., 1998h obstante, en nuestro
estudio y tal y como se revela del analisis de Bnég a microscopia electronico, no
parece que el proceso de fusién y/o fision se pordgm manifiesto a la dosis de
adriamicina ensayadas, lo cual a su vez estariadav@or la poca variabilidad en el

potencial de membrana mitocondrial observado.
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9.2.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis @&riamicina sobre el swelling

mitocondrial en tejido hepatico

Durante décadas, los cambios en el volumen mito@rithn sido asociados con
un amplio rango de importantes funciones bioldgigapatologias. La pérdida de
homeostasis en el volumen mitocondrial acompafnadswetlling o hinchamiento, son
los primeros signos de dafio celular. En concrétswelling mitocondrial puede ser el
resultado de un flujo de iones descontrolado cuasb@oro de transicion de
permeabilidad mitocondrial se abre. La relacionreenpotencial de membrana
mitocondrial y swelling es tema de controversia:chus autores han asociado el
swelling mitocondrial con la pérdida de potencialrdembrana en células intactas pero
no en mitocondrias aisladas. Sin embargo, numerapagaciones sugieren que el
swelling mitocondrial no es una manifestacion déialcelular que representa el estadio
final de la disfuncién mitocondrial, aunque si jaem papel crucial en el dafio celular.
Como ejemplo, swelling mitocondrial es uno de loscamismos probables por los
cuales el citocromo c y el AlIF (factor inductor @goptosis) son liberaddPetit PX y
colbs., 1998).

Como se muestra en fggura 40 y en cuanto a la influencia de las diferentes
fuentes grasas observamos que es el grupo devaijen el que muestra los valores de
swelling mas bajos frente a los demas grupos axpetales siendo estas diferencias
estadisticamente significativas y de un orden treses inferior. Estos resultados
evidencian que el enriquecimiento de las membramsondriales con acidos grasos
monoinsaturados soportan mejor el estrés oxidatignico generado por la ingesta de
grasas poliinsaturadas y determina que estos mgaoolos sean mas resistentes a las

primeras fases de induccién de digestion/mitoptgsisle apoptosis.

En cuanto al efecto de la doxorubicina sobre elllswgemitocondrial de tejido
hepatico observamos que se traduce en una dismimuwzl hinchamiento, y en
concreto, en los grupos control y girasol de madesas dependiente. De nuevo, como
hemos discutido con otros parametros, la admigisina intraperitoneal de esta
molécula, determina una mejora del hinchamientmeoitdrial con respecto al estrés
cronico inducido solamente por la ingesta de lapeaetivas grasas. Probablemente, este
comportamiento se podria atribuir a que en lasauitdrias de hepatocitos operan con

gran rapidez los mecanismos que eliminan a aquelitasondrias mas alteradas por el
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estrés oxidativo agudo inducido por la droga, kpen digestibn/mitoptosis o incluso
por eliminacion de células dafiadas a través de nisgnas apoptéticos inducidos con
mayor relevancia por la via mitocondrial. En cuéqeaso, El fenomeno de digestion
y/o mitoptosis se manifiesta como un importanteceso cara a eliminar los
microorganulos dafiados y preservar la integriddalare convirtiéndose como indica
Lyamzaev KG y colaboradores (Lyamzaev KG y colB6(Q8), en un potente
mecanismo antioxidante. Lo que no podemos conaxsalel momento, con los datos
discutidos es el predominio de digestion-mitoptogigee afectaria solo a mitocondrias,
sobre la apoptosis, que afectaria al conjunto aelll hecho de que disminuya la
proteina mitocondrial, pero también el peso dehidog de forma mas marcada con la
dosis inferior, nos podria hacer pensar que calosss intermedia predominaria mas la
digestion y/o mitoptosis, mientras que con la dasiperior podria haber un mayor
predominio de apoptosis por la via mitocondriake gursaria a su vez con una mayor

regeneracion de hepatocitos.

Relacionando estos resultados con los del potedeiahembrana mitocondrial
podemos afirmar que los potenciales de membrarexionés se corresponden con

estados de swelling superiores en los grupos Isagsile adriamicina), es decir, los
grupos control, girasol y pescado muestran valonesores deA\|J y mayores de

swelling, de forma estadisticamente significatirenfe al grupo oliva virgen. Ademas
comprobamos que por efecto de la adriamicina, lo®engiales de membrana se
normalizan contribuyendo a su vez a la normalizadi@l volumen mitocondrial.
Safiulina Dy colaboradoregublicaron recientemen{&afiulina D y colbs., 200&ue
es la pérdida de potencial de membrana la que cendwn swelling mitocondrial,
aungue otros autores demostraron que pérdidastencd de membrana no producian
cambios de volumen o dichos cambios eran muy k#jaklert S y Reiser G., 2002;
Rintoul GL y colbs., 2003Yal y como esta disefiado nuestro estudio, y comldbss
analizados hasta el momento, no podemos disca@icade si el Swelling mitocondrial

es una causa o consecuencia de las variacionpsteéekcial de membrana.
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10.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA Y LA DOSIS DE A DRIAMICINA
SOBRE LA MORFOLOGIA MITOCONDRIAL EN HIGADO

Dentro de las células, las mitocondrias se obseavanicroscopia electronica
como pequefias organelas con forma de tdbulos dizgaedes de filamentos
extendidos conectados por uniones intermitocorefriah tejido cardiaco, mientras que
en hepatocitos su morfologia es mas ov¢itleen LB y colbs., 1988; Yaffe MP., 1999;
Capaldi RA y colbs., 2000; De Giorgi y colbs., 20@ilkerson RW., 2000)Esta
diversidad morfolégica esta relacionada con el tifgocélula y sobre todo con su
condicion metabdlica, y se cree que es el resultedalteraciones entre la movilidad
mitocondrial y/o balance entre procesos de fisiGnsyon mitocondrialYi M y colbs.,
2004; Collins TJ y colbs., 2002; Stojanovski D yoseq 2003; Lee Y y colbs., 2004).
Cambios en la morfologia y masa mitocondrial sesgmgan durante una amplia
variedad de condiciones, tales como la divisiorulael(Berger KH y colbs., 1996;
Kennady KP y colbs., 20Q4poptosigFrank S y colbs., 2001; Pacher P y colb., 2001),
estrés oxidativgKoopman WJH y colbs., 200%) disfuncién metabdlicdkoopman
WJH vy colbs., 2005)kEstas evidencias sugieren que estos cambios mgidok tiene
consecuencias en la propagacion de la sefial intemonidrial(Skulachev VP., 2001; De
Giorgi y colbs., 2000; Koopman WJH y colbs., 20@&)mento del G& mitocondrial
(Frieden M y colbs., 2004); proteccion contra estimulos apoptoti¢Bzabadkai G y
colbs., 2004).

Alteraciones en la morfologia mitocondrial se héasayvado generalmente como
cambios en el numero, longitud, area/talla, y/o glejidad del organuldSkulachev
VP., 2001; Yaffe MP., 1999; Capaldi RA y colb®0® De Giorgi y colbs., 2000;
Gilkerson RW., 2000; Stojanovski D y colbs., 200 Y y colbs., 2004; Berger KH y
colbs., 1996; Kennady KP y colbs., 2004; Frank &olps., 2001; Koopman WJH y
colbs., 2005; Szabadkai G y colbs., 2004).

Andlisis de microscopia electronica de muestrasaidds de animales tratados
con DOX indicaban alteraciones morfoldgicas denfd®condrias. Estos datos estan
también de acuerdo con estudios previos que indicendegeneracién mitocondrial
inducida por la adriamicina. El efecto mas pronadacide la exposicion a dicha droga

es el dafio mitocondrial dosis-dependigitelerton PM y colbs., 1992).
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10.1.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis @glriamicina sobre el area de

mitocondrias de higado

Los valores de areas de mitocondrias hepaticasuestran en ldigura 36. En
cuanto a las diferencias entre animales alimentadodiferentes fuentes grasas a una
misma dosis de droga comprobamos que el grupo wvilgen muestra los valores de
areas mas bajos frente a los demas grupos expé¢sieenEste hecho toma especial
relevancia cuando observamos enfigsras 37 y 38 que este grupo a su vez presenta
las mitocondrias de mayor densidad y circularidgdd;ontrario de lo que sucede para
los grupos de animales girasol y pescado que namesireas mayores junto a
densidades menores. Este fenbmeno puede ser imdicd mitocondrias menos
funcionales en los grupos girasol y pescado o saclle mitocondrias hinchadas. Por
tanto estos parametros pueden darnos una idea koloecionalidad mitocondrial
siendo el grupo de oliva el que presenta unas omtrias morfol6gicamente mas
activas y el que genera menor estrés cronico gpeoto al grado de insaturacion de la
grasa dietética.

Como podemos observar, el tratamiento con adriamiconduce a un aumento
del area mitocondrial en todos los grupos estudia@ste incremento es mayor en
aquellos grupos experimentales a los que se lemetid una dosis de 2.5 mg/kg/dia
siendo estas diferencias significativas con respaetquellos a los que se les administrd
una dosis mas elevada (10 mg/kg/dia) y aquellosldms(sin adriamicina). Las
diferencias entre los grupos a los que se les asiméiruna dosis de 10 mg/kg/dia y los
controles también se muestran significativas siendomo hemos comentado
anteriormente, aquellos animales tratados con gtémdpico presentan areas mayores.
No obstante, es importante subrayar que aunqueiikasondrias de hepatocitos del
grupo oliva, son las que muestran un mayor incréonda volumen, también son las
que se muestran de forma significativa una mayasidad a la dosis baja, o que
sugiere que este incremento de volumen, induciddgayeccion intraperitoneal de
2.5 mg/kg dia de adriamicina, no supondria unaigede funcionalidad de las mismas,
a diferencia de lo que si parece ocurrir en logsogrupos experimentales. En cualquier
caso, nuestros resultados ponen de evidencia gaéri@micina produce importantes
cambios morfolégicos sobre las mitocondrias y gaérian repercutir negativamente
sobre su funcion. Por otra parte, el hecho de @uealdsis mas baja de este
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quimioterapico sea el que induzca mayores cambiogolagicos, incremento de
volumen y pérdida de densidad, estaria de acuemltoaliscutido anteriormente con el
swelling y potencial de membrana mitocondrial, ene qcon la dosis mayor
predominarian los procesos apoptéticos que comibava una mayor regeneracion del
tejido hepatico. No obstante, no podemos descaptar este fenbmeno pueda ser
consecuencia de la dindmica mitocondrial activada la droga. Asi, podemos
hipotetizar que en el momento del sacrificio lasogondrias de animales a los que se
les administré una dosis de 2.5 mg/kg/dia sufrienemproceso de fusion mitocondrial,
con la consiguiente formacién de “megamitocondri&si cambio, para la dosis de 10
mg/kg/dia se observa un fenémeno de fisibn mitodahdque se iniciaria tras una

inhibicion de la etapa de fusiébn mitocondrial. Sedgernardi y colaboradoresla
fusion es inhibida durante la apoptosis, cuandagartura del PTP disipa &y

(Bernardi y colbs., 2001)Por lo que podemos pensar que la dosis mas ela@ada

adriamicina induciria, por via mitocondrial, unaymiatasa de apoptosis.

10.2.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis ddriamicina sobre la circularidad

mitocondrial de higado

Como podemos observar en figura 35, las mitocondrias de tejido hepéatico
tienen forma mas o menos esféribms M y colaboradores (Das M y colbs., 2003)
publicaron que en varios tipos celulares las mitdcas son esféricas u ovaladas en
condiciones normales, como ejemplo la mitocondgacdrdiomiocitos, razén por la
cual podria incrementar su volumen s6lo en un 28-30h perder la integridad de la
membrana mitocondrial externa. Sin embrago, erstggtulares donde las mitocondrias
son alargadas, el incremento de volumen podrianésrsustancial, hecho comprobado
en. mitocondrias de neuronas del cerebelo las paldrian incrementar su volumen el

doble sin perder la integridad de su membrana xtasna.

Con respecto a los datos obtenidos en los cuatipog experimentales sin
administracion de adriamicina (figura 38) podemefsatar que el grupo girasol viene a
mostrar los valores mas bajos de circularidad roitddal frente a los demas grupos
experimentales, hecho que viene a apoyar los argsriresultados en los que en el
grupo girasol presenta valores mas elevados de anéacondriales y mas bajos en
densidad de crestas mitocondriales.
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Como se muestra en fagura 38 y en cuanto al efecto de la doxorubicina en
lineas generales podemos advertir que la ADR dsimisignificativamente la
circularidad mitocondrial a la dosis inferior, auegde nuevo, es la dieta experimental
de oliva virgen, la que determina menor cambio @sta parametro. Sin embargo, la
dosis superior (10 mg/kg dia), de nuevo, tal y camearria con otros parametros
(densidad mitocondrial y potencial de membrana coidrial, sobre todo) determina
una normalizacion para este parametro. Este pam@nepresenta un factor mas a favor

de la hipotesis expuesta en anteriores apartados.

Habria que indicar, que las imagenes a microsagdpdronica, se muestran como
un parametro sumamente revelador para este tigstdelios y que habria que incluir

siempre.

11.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA Y LA DOSIS DE A DRIAMICINA
SOBRE MARCADORES DE APOPTOSIS EN HIGADO

Hace ya mas de una década que se conoce el paprel de la mitocondria en la
apoptosis. Inicialmente, la participacién mitocoalden la apoptosis era relacionada
con el colapso dehy que estaba considerado como un punto de no retenmnia
cascada de muerte celul@amzami N y colbs., 1999)a hipétesis de que durante las
etapas iniciales de la apoptosis varias protealas tomo el citocromo ¢ y smac/diablo
son liberadas desde el espacio intermembrana élastasol, donde se unen a objetivos
citosdlicos especificos y subsecuentemente ackasgawias de caspasas, también sugiere
que la mitocondria regula la viabilidad celular. &tocromo c es liberado de la
mitocondria y junto con el Apaf-1 forma el apoptmsoen el citosol, que activa a la
procaspasa-9 y subsecuentemente a las caspastwasté&cy -7, induciendo asi la
apoptosis. Proteinas pro- y antiapoptéticas dadalifa Bcl-2 parecen ser reguladores
centrales de la permeabilidad de la membrana nuitrca externalLetai A y colbs.,
2002).

En nuestro estudio, hemos analizado la expresidredenarcadores de apoptosis,
Bcl-2, de origen mitocondrial y Apa-1 y caspasae3dgen citoplasmaticdigura 49).
Por problemas de organizacion, no hemos podidorrditar estos marcadores de

apoptosis en el grupo control.
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Figura 49: Marcadores de la via intriseca de la apoptosis

11.1.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis ddriamicina sobre los niveles de

Bcl-2 en tejido hepatico

Como podemos comprobar erfilgura 41 y en relacion al efecto de la ingesta de
diferentes fuentes grasas observamos una tendeslcgrupo oliva virgen a presentar
los valores de Bcl-2 mas bajos. Una posible exglicaseria debida al hecho de que el
grupo de aceite de oliva virgen presenta menoredas de estrés oxidativo, por tanto,
posee menores necesidades de Bcl-2, molécula dmo@do efecto antioxidante
(Hockenbery DM vy colbs., 1993or su parte, el ligero y no significativo mayor
contenido de este antioxidante de origen mitocahdim los grupos experimentales
girasol y pescado, estaria en consonancia core@ohde que generan mayor

formacion de hidroperéxidos y de TBARS.

En referencia a los efectos de la adriamicina sdbse niveles de este
antiapoptotico mitocondrial en tejido hepatico,seomuestran diferencias significativas
entre grupos controles (sin adriamicina) frentesattatados, ni tampoco entre grupos de
dosis diferentes de doxorubicina. Sélo podemosrehsena tendencia al aumento de
Bcl-2 dosis-dependiente. Esta sobreexpresion puestdicarse debido a la funcién
antiapoptoética del Bel-2 el cual juega un papelmaen la proteccion celular frente a la
apoptosis (Chaudhary y colbs., 1999ayudando a mantener la integridad de la
membrana mitocondrial previniendo asi la liberacitah citocromo c¢ al citoplasma,
limitando la activacion de caspasas ejecutoraspdetasis y protegiendo a las células
de la muerte celular por apoptogidross J y colbs., 1999; Reed J., 1999; Lowe SW y
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colb., 2000).Resultados que estan de acuerdo con los obteaitdds medida de los
niveles de caspasa-3, los cuales muestran unodeside proteina mas bajos a la dosis
de 10 mg/kg/diafigura 43).

C. Jane Hanson y colaboradoréS Jane Hanson y colbs., 200&cientemente
han publicado que altos niveles de expresion de2B&Eusan peroxidacion lipidica y
gue estos efectos perjudiciales podrian ser eluomgorscavengede ROS. Cuando
se expresaba a bajos niveles, el Bcl-2 no dafalestlactura de la mitocondria o

activaba la apoptosis espontanea, protegiendoé&lué de estimulos pro-apoptéticos.

Por otra parte, la accibn mas importante del Bséfia la de impedir la apertura
de los poros de transicion, ante descensos deh@atale membrana mitocondrial, e
impidiendo la liberacion de citocromo c, factoregeqse presentan en nuestras
condiciones experimentales al administrar adriamaicEn este sentido, la expresion de
esta proteina en nuestras condiciones experimsntlgdencia que su expresion es
estimulada, a mayor dosis de adriamicina, para dimpk& cascada apoptotica,

especialmente para el grupo experimental de pescado

11.2.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis ddriamicina sobre los niveles de
Apaf-1 en higado

El efecto de la ingesta de diferentes fuentes grasale la administracion
intraperitoneal de adriamicina en ratas sobre [@estdn génica de Apaf-1 en tejido
hepatico se muestra en figura 42. Como podemos observar, las diferencias entre
grupos experimentales alimentados con diversastdsiegrasas no son significativas
aungue comprobamos una tendencia por parte deb grapcado a presentar valores

mas elevados.

En relacidon a este marcador de la via intrinsecapigptosis y el efecto del
tratamiento con adriamicina podemos observar ques@omuestran diferencias
significativas entre los distintos grupos experitals. Aunque se aprecia una
tendencia de los grupos alimentados con fuentesagrpoliinsaturadas para la dosis
mas elevada a disminuir los niveles de de Apafedchb que estaria intimamente

relacionado con el aumento en los niveles de aspitético Bcl-2.
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El hecho de que en los grupos experimentales ginaspescado y tras la
administracion intraperitoneal de adriamicina deviglkg dia, podria estar relacionado
con una mayor regeneracion del tejido hepaticdaadessis con respecto al grupo oliva,
como mecanismo de defensa frente al fuerte esiigmtivo que experimentan sus

células.

11.3.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis ddriamicina sobre los niveles de
caspasa-3 en tejido hepéatico

Los niveles de caspasa 3 en tejido hepatico setranemn ldfigura 43. En cuanto

al efecto de las distintas fuentes grasas obsewaue el grupo oliva virgen presenta
valores de caspasa-3 inferiores al resto de grigperimentales, resultado que
confirma el efecto antiapoptotico del aceite dgalrirgen. Ademas esté resultado esta
de acuerdo con los niveles de Bcl-2 disminuidosréighente para este mismo grupo.
Por otro lado, observamos que el grupo pescaderramta los niveles de caspasa-3 de
forma significativa respecto al grupo oliva virgéMumerosos estudios usando como
fuente grasa el aceite de pescado y PUFA n3 sef@ateamslocacion de citocromo c al
citosol y activacion de la caspasa-3 como eventpitano de la cascada apoptotica
(Green DR y colbs., 1998; Shidoji Y y colbs., 1998radies G 1998). Hong MY vy
colaboradores(Hong MY vy colbs., 2003)ropusieron un mecanismo de aumento de
apoptosis: incorporacion de acidos grasos n3 delgtrims fosfolipidos mitocondriales
incrementando su susceptibilidad a la peroxidacesultando una disminucion de
MMP, liberacion de citocromo c al citosol y actii@t de la caspasa-3. En cualquier
caso, nuestros datos experimentales ponen de psajfpara este marcador, un mayor
perfil apoptotico a medida que las fuentes grasal dlieta incrementan su grado de
insaturacion. Esto se podria entender como un risgwanpor el que a mayor estrés
oxidativo celular, se facilitaria la eliminaciéragual de células dafiadas, en situaciones

de estrés cronico y de baja intensidad.

Tal y como podemos observar, el tratamiento coraauicina en lineas generales,
conlleva una tendencia al aumento de dicha protiledosis de 2.5 mg/kg/dia, de
forma mé&s marcada para el grupo oliva, y una digardm significativa, en todos los
grupos experimentales, para la dosis de 10 mg&kgdiditos resultados estan de acuerdo

con los obtenidos en Bcl-2 para la dosis de 10 gidi& para la cual observamos los
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valores mas elevados, lo que sugiere que la doissatta de doxorubicina activa de
forma mas eficiente mecanismos antiapotéticos quelecaso de dosis mas baja e
incluso controles (sin adriamicina). Este resultadonfirma todo lo expuesto
anteriormente entorno a la dosis de 10 mg/kg/diatdr a la dosis 2.5 mg/kg/dia. La
dosis mas elevada responde de una forma més é&fidiente a los dafios generados por
la adriamicina. En cambio, la dosis mas baja gememaayor dafio celular ya que como
hemos podido comprobar mecanismos de defensa @ati@s de membrana y
antiapoptoticos tienen comportamiento diferentéuecion de la dosis de adriamicina.
Del mismo modo, estos bajas concentraciones ades de 10 mg/kg dia, estarian en
consonancia con la hipétesis planteada con amgsrigarametros, en el sentido de que
se habria incrementado notablemente la regeneramfudar y eliminado a una

importante poblacion de células dafiadas por edesttidativo generado.

12.- EFECTO DE LA GRASA DE LA DIETA Y LA DOSIS DE A DRIAMICINA
SOBRE EL ADN MITOCONDRIAL Y EL COMPLEJO V DE LA CAD ENA DE
TRANSPORTE DE ELECTRONES EN HIGADO

12.1.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis dalriamicina sobre el ADN

mitocondrial en tejido hepatico

Como podemos comprobar en el capitulo de resultddpsa 30, solamente
aparecen deleciones del ADN mitocondrial de heta®con las dietas experimentales
girasol y pescado (3.17% y 10.47% respectivameitégmas, mientras con girasol
solamente aparece un tipo de delecion, con pesmaddos los tipos, caracterizadas por
ser de gran peso molecular (sobre 14.000 y 15.@608sple bases). No obstante, este
porcentaje de ADN deletado, no debe suponer unadatimin para la funciéon del
conjunto de mitocondrias hepaticas de ambos grup@xime teniendo en cuenta que

el tejido hepatico es mitotico y presenta una elav@pacidad de regeneracion.

Estos resultados confirman que la ingesta de dgegtasas poliinsaturadas,
generan un estrés oxidativo cronico, que inclustaf al ADN mitocondrial. Asi
mismo, confirman que el enriquecimiento de las nramds celulares y sobre todo de
mitocondriales con acido oleico, protege a los difgidos de membrana de ser
peroxidados, o por lo menos permite que los megwssde reparacion sean de gran

eficiencia, al descender el nimero de acidos grgsesse peroxidan. Esto es lo que
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ocurre precisamente con las dietas experimentdies p control en nuestro disefio

experimental.

Desde hace casi dos décadas, se conoce que labizkta genera mutaciones y
deleciones del ADNmt ya que ésta fue disefiada gstrenular un indice muy alto de
radicales libres a nivel de la cadena de transplartelectrones mitocondrigDguraR y
colbs., 1991; Yakes FM y colbs., 1997; Giulivi ybsg 1995).En nuestro estudio, la
dosis de adriamicina que genera mayor cantidacideidnes del ADN mitocondrial es
la de 2.5 mg/kg dia. A esta dosis, aparecen delesioen los cuatro grupos
experimentales, aunque es en la dieta oliva vifgeque genera menor cantidad (1.27
%), seqguida de la dieta control (3.52%) y de lapdscado (7.83%), siendo la dieta
girasol la que genera mayor cantidad (15.66%). Estgultados evidencian que la
administracion intraperitoneal de 2.5 mg/kg dia, sediciente para generar un
importante estrés oxidativo, confirmando mucho aeliscutido hasta ahora y que un
descenso en la densidad de dobles enlaces de tabramas mitocondriales es crucial
para impedir la cascada de peroxidacion lipidicasikmaciones de estrés oxidativo
agudo, como ocurre con la ingesta de las dietasrexpntales control y oliva virgen. A
esta dosis, el hecho de que las mitocondrias dglognescado presente menor cantidad
de deleciones del ADN, nos indicaria que la suniasteés crénico por la grasa de la
dieta mas el de la adriamicina, son suficientescc@ara haber inducido con mas
rapidez y/o eficiencia, procesos de digestion denfitocondrias dafiadas, e incluso

procesos apoptoticos encaminados a eliminar lataséhi viables.

Cuando se administra intraperitonealmente adriamaiai una dosis de 10 mg/kg
dia, no aparece ADN mitocondrial deletado, ni egrepo control ni en el oliva virgen;
disminuye el porcentaje en el grupo girasol (d&@%, a la dosis cuatro veces inferior,
a 2.07%) y ahora es en el grupo pescado en dormesseva mayor porcentaje (13.5%).
Estos resultados nos permiten hipotetizar, que ektsis del farmaco, es lo
suficientemente elevada, como para haber eliminadoayor parte de mitocondrias
dafadas en las dietas control, oliva virgen y gilras no asi en la de pescado.
Probablemente, ademas de procesos de digestiéptost® mitocondrial, han operado
con mas intensidad los procesos apoptoéticos. Eoasb de la dieta experimental
pescado, probablemente la suma del estrés crdnaagido por el elevado grado de

insaturacion de las membranas mitocondriales, haguwelo por la administracién de
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adriamicina, exceda a los mecanismos de eliminag@mitocondrias por digestion-
mitoptosis y de células dafiadas por apoptosisstaeia limitando por tanto el ciclo de

regeneracion celular.

El estudio de deleciones multiples por XL-PCR, pesmite simultaneamente
hacer una aproximacion al contenido total de ADkooandrial. Como se muestra en la
figura 50, las distintas dietas experimentales producen caatidad de ADN
mitocondrial del orden de los 80 ng para los grupmogrol, girasol y pescado, mientras
que en el grupo Oliva, el contenido de ADN es ioferaunque no significativo, con
42ng. La administracion de adriamicina, cambiaosltenido de este material genético,
aunque de forma distinta en funcién de la dietaeegrpental utilizada. Asi en la dietas
oliva virgen y girasol, no experimentan importantasnbios, mientras que con las
dietas control y pescado, la administracion deaadidina, a ambas dosis, produce un
descenso que es especialmente significativo ermruglogpescado. Estos resultados,
ponen en evidencia, lo discutido en apartados ianésrcon otros parametros, en el
sentido de que la administracién de adriamicinayece dafios que determinan a su vez
digestion-mitoptosis de mitocondrias dafiadas y/camemos apoptoticos que afectaria

a una poblacion de células hepaticas.
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Figura 50: Contenido de ADN mitocondrial en tejido hepatico
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12.2.- Efecto de la grasa de la dieta y la dosis ddriamicina sobre el complejo V
de la cadena de transporte de electrones en higado

Lafigura 33 nos muestra los valores de cantidad de ATPasag@epnV) de la
cadena de transporte de electrones. Como hemostamnebrevemente en el apartado
anterior, no se observan diferencias significativastre los diferentes grupos
experimentales, ni por efecto de la adriamicinaenila grasa dietética, aunque en los
grupos alimentados con aceites de girasol y pescédervamos una tendencia a
aumentar la cantidad de dicho compl&jaasik A y colaboradore@dKaasik A 'y colbs.,
2006) hipotetizaron que durante el estrés energéticandm las necesidades de ATP
son altas y loay disminuyen, un incremento del volumen mitocondpiadiria activar
la cadena respiratoria. Esto explicaria en nuesé®gdtados el aumento en la cantidad
ATPasaen los grupos girasol y pescado. No obstante seridelole observar un
incremento en concentracion, tras la dosis de radriaa de este complejo V de la
membrana interna mitocondrial, dado que las neadsi&l energéticas estarian
aumentadas para hacer frente a los mecanismopa®cen, mitogénesis y biogénesis
en general y puesto que como discutiremos mas rdadel@ hay aumentos de la
actividad ATPasa. Esta situacion, no se puedeuatr#h porcentaje de deleciones del
ADN mitocondrial, como hemos discutido anteriorneeptestaria mas relacionado con
los mecanismos de transporte y acoplamiento desuasinidades de este complejo

enzimatico.

La figura 44 nos muestra los valores de actividad de la ATP@saplejo V)
de la cadena de transporte de electrones. Polantog en referencia a las diferencias
entre los grupos experimentales debidas a lasnt@distigrasas comprobamos que el
grupo oliva virgen muestra actividades significathente superiores a los demas
grupos, hecho que puede ser debido a poseer miloasrmas densas, como vimos
anteriormente, e inducir un menor estrés oxidatrémico.

Con respecto al efecto de la doxorubicina podenfisgrear comportamientos
diferentes dependiendo de la grasa de la dietajees, en el grupo de animales
alimentados con aceite de oliva virgen la drogadiea disminuir la actividad de la
ATPasa. En cambio, para el grupo girasol los valdeactividad de la enzima tienden
a aumentar. Por ultimo para el grupo pescado, dtt¥es no se ven significativamente
alterados por efecto de la dosis. Ha sido ampligengemostrado que la ADR reduce la
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actividad de la ATPasa mitocondrial y afecta ah@stredox de los transportadores de
la cadena respiratori@ianchi C y colbs., 1987; Ji LL y colbs., 199Ekste complejo,
necesita de un microambiente lipidico con predomide cardiolipina y como
describimos en la introduccién bibliografica esexsglmente peroxidado por la accion
de esta droga.

Teniendo en cuenta estos resultados, creemos mpoddaconcentracion como la
actividad del Complejo V mitocondrial, se ve mugahado por el estrés oxidativo
inducido tanto crénico como agudo, especialmenta pas dietas experimentales

girasol y pescado.
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CAPITULO VI.- CONCLUSIONES

Conclusion 12:Segun hemos comprobado se ha producido una adapttiel perfil
lipidico de las membranas mitocondriales hepategaguncion del perfil de la fuente
grasa suministrada. Es decir, las membranas mitoed®@s muestran una mayor

proporcion en acidos grasos caracteristicos deelaté grasa consumida.

Conclusion 22:En relacion a la peroxidacion lipidica, el grugiva virgen presenta
los valores mas bajos de hidroperdxidos y TBARStéea los demas grupos

experimentales.

Conclusion 32:La dieta experimental oliva virgen determina vadode potenciales de
membrana mitocondrial mas elevados y de swelling b&jos. Serian, por tanto, las
mitocondrias de los animales alimentados con adeiteliva virgen, las que tendrian

una mejor funcion mitocondrial.

Conclusion 42:Los resultados obtenidos confirman que la ingestduéntes grasas

poliinsaturadas, generan un estrés oxidativo copmjae afecta al ADN mitocondrial.

Conclusion 52:El grupo oliva virgen muestra los valores de &reasauitdriales mas
bajos frente a los demas grupos experimentaleswv&z presenta las mitocondrias de
mayor densidad y circularidad, fendmeno que puedeirglicativo de mitocondrias
morfologicamente mas activas, generadoras de ummastrés cronico con respecto al

grado de insaturacion de la grasa dietética

Conclusion 62: Nuestros datos experimentales ponen de manifiestanayor perfil
apoptético a medida que las fuentes grasas deela diacrementan su grado de
insaturacion. Esto se podria entender como un nisoarpor el que un mayor estrés
oxidativo celular, facilitaria la eliminacion gramlude células dafiadas, en situaciones de

estrés crénico y de baja intensidad.
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Conclusion 72:La adrimicina genera de manera dosis-dependigatgirticiones en

los niveles de a-tocoferol como un efecto neutadiiz de radicales libres. Nuestros
resultados ponen en evidencia que la adriamicirdyze importantes cambios
morfologicos sobre las mitocondrias pudiendo ragercnegativamente sobre su

funcion.
Conclusion 82: La adriamicina induce un estrés oxitativo agudspoasable del

establecimiento de mecanismos mitoptoticos paraddsis de 2.5 mg/kg/dia yl/o

apoptaoticos para la dosis de 10 mg/kg/dia.

CONCLUSION GENERAL

Los resultados obtenidos apoyan la hipotesis de&lpgyudiendo concluir que, una dieta
basada en el aceite de oliva virgen puede mejayaifisativamente la susceptibilidad
de las mitocondrias de los hepatocitos frente dobeorubicina, lo cual refuerza la
importancia de la dieta en la atenuacion de loste$esecundarios toxicos derivados de
la administracion del quimioterapico, pudiendo ®mnusrse, tedricamente, de esta
manera una mejorar de la calidad de vida de logep@s sometidos a esta terapia

antitumoral.
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SUMMARY

A balance between cell division and cell death iglly important for the
development and maintenance of multicellular orgausi Disorders in either process
may have pathological consequences and producenesuis embryogenesis,
neurodegenerative disease or the development okcahhus, the balance between life
and death is rigorously controlled and any defecélements are eliminated effectively
by a process known as “programmed cell death” (P(Zgnial NN et. al. 2004.
Apoptosis is a type of inherently controlled pragraed cell death that requires a
family of cysteine-proteases known as caspasedutiotion of which is to execute cell
death in a programmed fashion, leading to typicatpghological change®ggterev A.,
2003).

Nowadays mitochondria are considered to be inth@deel power-station organelles
which mediate in most apoptotic routes in mammataiis Newmeyer DD et. al.,
2003; Kroemer G, 2003; Ravagnan L et. al. 2002; Zami N et. al., 2001; Green Dr
et. al., 2004; Sorice M et. al., 2004n particular, mitochondria are involved in cell
death, which can be stimulated by a variety of meancluding UV radiationy
radiation, heat, damage to the DNA, the activity asfcoproteins and viral gene
suppresors of the tumour factors, and most chemagikatical agent¢Kroemer G,
2003).

Doxorubicin is an aminoglucoside anthracycline asedl for the first time from
cultures of Streptomyces peucetius and appearave & wide spectrum of antitumoral
activity in solid tumours and leucemias. Most s@isdiinto the toxic effects of
doxorubicin have been directed at the mitochondnainmbrane, this being the main
focal point for its cell toxicity. Morphologicallit produces mitochondrial swelling and
lysis, the consequence of factors such as the tieduaf the mitochondrial membrane’s

potential Ay) and the formation of permeability transition po(albano et. al., 1988;
Sakurai K et. al., 2000

Due to the usefulness of doxorubicin in chemothgfapthe treatment of many types
of cancer, researchers are trying to prevent, ast attenuate, the secondary effects of

its administration. Several strategies have beaptad to this end, including dosage

optimisation, the synthesis and use of analogued, @mbined therapy. As far as
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combined therapy is concerned, the most effectiethod has been the administration
of the drug combined with an antioxidant in an ratté to reduce oxidative stress.
Through diet, more specifically dietary fat, it p@ssible to influence the oxidative
condition of the cell. It has been observed thpidliprofiles for the mitochondrial
membrane after the ingestion of polyunsatured fattids are more susceptible to
peroxidation that those generated by monounsatfaég-acid consumption. One
consequence of this susceptibility to peroxidata modification in the properties of
the mitochondrial membranes and the proteins iategrin them, which results in a
vicious circle of the generation of free radicated aalteration of the mitochondrial
function, events that entail a decline in the sathpacity to obtain energy from its main
source of supply, the mitochondrion, and finallyl death Huertas JR et. al., 1991,
Mataix J et. al., 1998 Over the last 15 years our research group has Wwegking on
the effects of virgin olive oil and the antioxidant contains, such as polyphenols,
coenzyme Q and vitamin E in relation to the toyi@f doxorubicin (administered as
Adriamycin) in rats. Several aspects of metabolissnch as those related to
mitochondrial composition and the generation antttion of free radicals, have been
studied with regard to this chemotherapeutical dmd the intake of virgin olive oil or

other edible types of fat.

The aim of our study was to ascertain whether tlt@eamondria of hepatic tissue
enriched physiologically via the dietary fat in ioleacid and its antioxidants
(polyphenols, vitamins and CoQ) are less susceptilipid peroxidation and therefore
theoretically more resistant to the apoptotic psscenduced by different doses of
doxorubicin than those enriched with polyunsatutdggty acids. These findings would
help to determine how dietary intervention mighé\y@nt or attenuate the indirect toxic
effects of the administration of Adriamycin withourterfering with its antitumoral

mechanism and possibly improve the quality of difgpatients subject to this therapy.

This investigation is also novel because it appneadhe toxic aspects of doxorubicin
at the level of hepatic tissue. The liver is a mnitcorgan, that is to say, with
regenerative capacity and functionally it is thetabelic power station of the organism.

Doxorubicin is metabolised in the liver.

The experiments started with twelve groups of fad until 3 months old on
semisynthetic diets in which the source of fatsgivi olive oil, sunflower oil and fish

oil, were varied to generate membranes richer micpllinoleic, EPA and DHA
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respectively. A control group was fed on a standbetl Adriamycin was administed in

doses of 2.5 mg/kg/day and 10 mg/kg/day two dajerbehe rats were killed.

To analyse our experimental results we used trusithywanarkers of the process of
cell apoptosis such as variations in membrane patefy), mitochondrial swelling
and various apoptotic proteins (caspasa-3, Apa#idd Bcl-2) under a specific
nutritional influence. In this way we verified adapons in the lipid profile of the
hepatic mitochondrial membranes as a function efpttofile of the fatty acids of the fat
source provided, i.e. the mitochondrial membrariesved a greater proportion of the
fatty acids characteristic of the fat source constinAs a result of these adaptations, the
group of rats fed on virgin olive oil presented thevest hydroperoxide and
thiobarbituric-acid-reactive substance (TBARS) ealuthan the other experimental

groups.

Another point worth emphasising is that the experital diet with virgin olive oil
resulted in mitochondrial membranes with highereptgl and less swelling. Therefore,
the hepatic cells of rats fed on this vegetabl@fasented better mitochondrial function.
This result is also supported by the parameterseroing mitochondrial morphology,
the group fed on virgin olive oil showing the loweslues for mitochondrial area and
greater density and circularity, all indicative @horphologically more active
mitochondria. As far as the damage caused to notwitial DNA is concerned, our
results confirmed that the ingestion of polyunsatienl fat sources generates a chronic
oxidative stress that affects the mitochondrial DMAich is translated into an increase

in deletion in these molecules.

With regard to Adriamycin, we have demonstrated thes drug induces important
morphological changes in the mitochondria, whicls fza negative effect on their
capacity to function. In particular, under our exypental conditions Adriamycin
induced acute oxidative stress, which was resptsior the establishment of
mitoptotic mechanisms with the 2.5 mg/kg/day daosé/@ apoptotic ones with the 10
mg/kg/day dose.

According to the results described above, we calgclihat a diet based on virgin
olive oil can significantly improve the resistanoé hepatocyte mitochondria to the
toxic effects of doxorubicin, which reinforces tbencept of the importance of diet in
the attenuation of these indirect toxic effectsivileg from chemotherapy and the
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contribution towards an improvement in the quabfylife of patients subject to this

kind of antitumoral therapy.

250



CAPITULO IX.-CONCLUSIONS

251



252



CONCLUSIONS

1*' conclusion: Our results show that the lipid profile of hepatititochondrial

membranes is altered by the profile of the dietamyrce of the type of fats ingested.

2" conclusion: As far as lipid peroxidation is concerned, thegwirolive-oil group
presented lower values of hydroperoxides and TBA&®Bnpared to the other

experimental groups.

3" conclusion: The virgin-olive-oil experimental diet led to highmembrane-potential
values and less swelling. Therefore, the mitochiahflinction of animals fed on virgin

olive oil would be better.

4™ conclusion: The mitochondrial areas in the virgin-olive-oil gm were smaller,
denser and more circular compared to the otherrempetal groups. This morphology
may indicate that the mitochondria are more actind less subject to chronic stress

with regard to the level of unsaturation of diettaty

5" conclusion: Our results confirm that the ingestion of polyunsated fats generates
chronic oxidative stress, which affects the mitoutiiial DNA.

6" conclusion: Our experimental results also show a tendency risva higher

apoptotic profile concomitant with an increaseha tevel of unsaturated fats in the diet.
This could be understood like a mechanism by witodreater cellular oxidative stress,
it would facilitate the gradual elimination of dageal cells in situations of chronic

stress and low intensity.

7™ conclusion: Adriamycin causes dose-dependent decreases icofetol levels
because it neutralises free radicals. Furthermoue, results show that it produces
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significant morphological changes in the mitochéadihat negatively affect their

normal function.

8" conclusion: Adriamycin induces acute oxidative stress, whichesponsible for the
establishment of mitoptotic mechanisms with a 2@&kg/day dose and/or apoptotic

ones with a 10 mg/kg/day dose.

GENERAL CONCLUSION

According to our results we conclude that a dieseldaon virgin olive oil may
significantly improve the susceptibility of hepayte mitochondria to the toxic effects
of doxorubicin, which reinforces the concept of importance of diet in the attenuation
of the secondary toxic effects deriving from thenadstration of this chemotherapeutic
drug and in this way improving the quality of tinek of patients subject to this type of
antitumoral therapy.
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