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Introduccion

INTRODUCCION

1. MITOCONDRIA

Las mitocondrias son organulos citoplasmaticos especializados en la transformacion
de la energia de oxidacidn en energia quimioosmética, lo que se traduce en la sintesis
de ATP a partir de ADP. Ademds de proporcionar la energia necesaria para que las
células lleven a cabo sus multiples funciones, en estos ultimos afios se ha puesto de
relieve su papel en la regulacion de la muerte celular, al actuar como almacén de

diferentes proteinas apoptogénicas.

1.1. Estructura y composicion

Las mitocondrias son orgdnulos moviles y plasticos, de un didmetro comprendido
entre 0.5-1 um, y su asociacién con los microtibulos determina la orientacioén y
distribucion tipica observada en el citoplasma de diferentes tipos celulares.

La estructura bésica de la mitocondria consiste en dos membranas altamente
especializadas, una interna y otra externa, que delimitan dos compartimentos
diferentes; el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial.

En el espacio intermembrana, aparte de residir diferentes proteinas proapoptoticas, se
encuentra la enzima adenilatoquinasa que transforma el AMP en ADP, el cual es
rapidamente fosforilado a ATP. Gracias a esta enzima, el AMP citosolico puede ser
utilizado para la regeneracion de ATP.

Por otra parte, la matriz mitocondrial contiene la maquinaria implicada en la sintesis
proteica (ADN, ARN y ribosomas) y es donde tienen lugar las reacciones del ciclo de
Krebs.

La membrana externa presenta ciertas analogias de composicion con la membrana
citoplasmatica y el reticulo endoplasmatico. Contiene un 40% de lipidos,
principalmente fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol)
con cadenas de dacidos grasos muy insaturados, y un 60% de proteinas, que

corresponden principalmente a enzimas como la acil-CoA-sintetasa, la NADH-
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citocromo-bs-reductasa, la monoamino oxidasa y sobretodo el canal anidnico
dependiente de voltaje (VDAC). Este canal es el responsable de que la membrana
externa actlie como un tamiz permeable a moléculas menores de 5000 Da. La mayoria
de sustratos no pueden atravesar la membrana interna, provocando que el espacio
intermembranal sea equivalente en su composicion quimica al citosol.

La membrana interna forma pliegues orientados hacia el interior, llamados crestas
mitocondriales, que aumentan considerablemente su superficie. Su composicion
quimica difiere en muchos aspectos de la externa, siendo mucho mas rica en proteinas
(80%) debido a la presencia de gran cantidad de transportadores especificos y de los
complejos enzimdticos constituyentes de la cadena respiratoria. La composicion
lipidica de la membrana interna es particular, no hay apenas colesterol y el total de
fosfolipidos se distribuye en 45-50% fosfatidilicolinas, 25-35% fosfatidiletanolaminas
y 10-20% cardiolipina (Cunningham CC et al. 1982). La cardiolipina, es un
difosfatidil glicerol con cuatro cadenas de 4cidos grasos altamente enriquecidos en
acido linoleico (18:2), que no se encuentra en ninguna otra membrana celular de
mamiferos y es responsable de la impermeabilidad de la membrana interna a los iones.
Estos fosfolipidos de carga negativa, se encuentran intimamente asociados a los
complejos enzimaticos de la cadena respiratoria de forma que, cambios en su
proporcion, afectan directamente al funcionamiento mitocondrial (Cunningham CC et

al. 1987).

1.2. Transporte mitocondrial

Mientras que la membrana externa es permeable a la mayoria de solutos, la membrana
interna es impermeable y s6lo pueden difundir a través de ella pequeiias moléculas
neutras, como por ejemplo: oxigeno, agua, didxido de carbono, amoniaco, acetato y
etanol. El resto de transportes pasivos o activos que se realizan a través de esta
membrana, estan controlados por canales o transportadores especificos.

Para la fosforilacion oxidativa, la mitocondria necesita importar desde el citosol, ADP
y fosfato inorgéanico, mientras que el ATP generado en este proceso es liberado al

citosol. Para ello, intervienen dos transportadores presentes en todas las mitocondrias:
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el translocador de ADP/ATP (ANT) y el transportador de fosfato inorganico (Palmieri
F et al.1993). Existen también transportadores que permiten la entrada a la
mitocondria de equivalentes reductores o substratos para la fosforilacion oxidativa,
entre ellos, cabe destacar, el transportador de piruvato, el translocador de
aspartato/glutamato, el transportador de oxoglutarato y el transportador de carnitina
(Palmieri F 1994).

La matriz mitocondrial se encuentra cargada negativamente debido al bombeo de
protones a través de la membrana mitocondrial, por lo que el transporte de cualquier
anion se vera afectado por este potencial de membrana. La mayoria de transportadores
realiza un intercambio equimolar de aniones (sistema antiporte) o bien los aniones se
transportan conjuntamente con protones (sistema simporte), con la excepcion del ANT
y el translocador de aspartato/glutamato, que son transportadores electrogénicos al
transferir una carga eléctrica neta.

Otros transportadores tienen una distribuciéon mdas limitada y reflejan su papel en
funciones especificas como la gluconeogénesis (transportador de 4cidos
dicarboxilicos), la sintesis de acidos grasos (transportador de citrato), la sintesis de
urea (transportador de ornitina, el de glutamato y el de glutamina) o la termogénesis

(proteina desacopladora).

1.3. Cadena respiratoria mitocondrial y fosforilacion oxidativa

En 1925 se describe el concepto de cadena respiratoria y fosforilacion oxidativa
(Keilin D 1925). Posteriormente, Mitchell P et al. 1961 propone un modelo de
acoplamiento de la oxidacion de complejos respiratorios con la fosforilacion del ADP
en ATP que se denomina acoplamiento quimioosmotico. Este modelo se basa en el
uso por la ATPasa del gradiente electroquimico creado a partir de la oxidacion de los
substratos respiratorios.

Trabajos posteriores confirman esta teoria y establecen la organizacion de la cadena
respiratoria mitocondrial (CRM) en cinco grandes complejos enzimadticos, localizados
en la membrana interna mitocondrial: complejo NADH deshidrogenasa (complejo I),

succinato Q reductasa (complejo II), complejo b-c; (complejo I1I), complejo citocromo
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oxidasa (complejo IV) y la ATPasa (complejo V) que permite el acoplamiento de las
oxidaciones de los sustratos de la respiracion con la fosforilacion del ADP (Rich PR
2003) (Figura 1).

El ciclo de Krebs funciona bajo estrecha dependencia de la CRM, compartiendo el
enzima succinato deshidrogenasa que esta altamente regulado por el estado redox
celular y por el potencial de fosforilacién intramitocondrial (Tyler D 1992). La
organizacién de los enzimas del ciclo permite un desaprovechamiento minimo de
intermediarios hacia ciclos futiles y dirige de manera 6ptima el poder reductor hacia la
CRM (Robinson JB et al. 1987).

Los cofactores reducidos FADH, y NADH, que se liberan en el ciclo de Krebs,
proporcionan cada uno de ellos un par de electrones a la CRM. Los electrones pasan
de un componente al siguiente, a través de reacciones de 6xido-reduccion, hasta llegar
al final de la misma, donde se ceden al oxigeno molecular para formar H,O.

En las sucesivas reacciones, los componentes de la CRM permiten la extrusion de
protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana. Estos protones
pueden, en base al gradiente electroquimico que se crea, penetrar nuevamente al
interior de la matriz a través de un canal presente en el complejo ATPasa, siendo
responsables de la fosforilaciéon del ADP en ATP.

En condiciones fisiologicas, la reduccion del O, a agua en la cadena respiratoria es
incompleta (96-98%), dando lugar a la formacion de radicales libres. Los complejos
con capacidad de produccion de sustancias reactivas al oxigeno (ROS) son el complejo
I y sobre todo el complejo III, donde la autooxidacion de la ubisemiquinona provoca
principalmente la formacion del anion superoxido (O,7), que dismuta a perdxido de
hidrégeno de forma espontanea o por la accidbn de la superoxido dismutasa
dependiente de manganeso (Turrens JF et al. 1980).

El flujo de electrones puede ser inhibido especificamente por diferentes sustancias que
actiian en puntos concretos de la cadena respiratoria: la rotenona bloquea el transporte
de electrones entre el NADH y el coenzima Q, la antimicina inhibe el transporte entre
el citocromo b y el citocromo c¢; y el tenoiltrifluoroacetona (TTFA) evita la

incorporacion de electrones al complejo II (Figura 1).
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Rotenona TTFA Antimicina A

L1 1
2 ¥ 12

Complex [ Complex 11 Complex [ Complex IV Complex ¥

cytochrome ¢

extosol

matrix

NADH —= Nay
ADP + P

succinaie —= fumaraie —= ATP *‘

Figura 1. Componentes e inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial

1.4. Permeabilidad mitocondrial transitoria

Hunter DR et al. 1976 describio el proceso irreversible de la permeabilidad
mitocondrial transitoria o apertura del poro mitocondrial (MPT), que se caracteriza por
un incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna a solutos de
tamafio menor o igual a 1500 Da. La apertura de este canal no especifico, permite un
equilibrio entre los iones de la matriz y del espacio intermembrana mitocondrial,
disipando el gradiente de protones y desacoplando la cadena respiratoria. Ademas, se
produce un hinchamiento de la mitocondria debido a una hiperosmolaridad de la
matriz. Como la membrana interna estd invaginada en forma de crestas y posee mayor
superficie que la membrana externa, al expandirse el volumen de la matriz puede
provocar la permeabilidad y/o la ruptura de la membrana externa (Green DR et al.
2002), liberando las proteinas del espacio intermembrana mitocondrial.

La caracterizacion bioquimica de la mitocondria ha permitido la identificacion de un

poro dependiente de calcio y de voltaje que controla la permeabilidad mitocondrial
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(Bernardi P et al. 1994). Este complejo multiproteico se localiza en los lugares de
unién entre la membrana mitocondrial interna y externa, y por tanto, la apertura del

poro permite la comunicacion entre la matriz mitocondrial y el citosol.

1.4.1. Componentes del MPT

No se conoce en su totalidad la composicion del poro mitocondrial, aunque se han
descrito diversos componentes (Crompton M et al. 2002), los que constituyen el
nucleo del poro son el translocador de adeninas (ANT), el canal anidnico dependiente
de voltaje (VDAC), la ciclofilina D (CyP-D) y diferentes proteinas que se asocian a
esta unidad bésica como el receptor de benzodiazepinas, creatina quinasa,
hexoquinasa, bax y la glicerol quinasa (Figura 2). A continuacién describimos mas en

detalle los principales componentes :

» ANT
Muchos de los agentes que provocan la apertura del poro son ligandos del ANT. Este
transportador antiporte, anclado en la membrana interna, que intercambia ADP/ATP es
esencial para mantener la carga energética en el citosol. Normalmente el ANT esta
cerrado pero cuando es ocupado por un sustrato transportable, modifica su
conformacion donde el lugar de union ADP/ATP cambia su orientacion de la matriz
mitocondrial (estado m) a el citosol (estado ¢). Los ligandos que se unen al ANT en el
estado m inhiben el MPT (bongkrekic) mientras que los que se unen en el estado ¢ lo
inducen (atractilésido) (Halestrap AP et al. 1990). Pero el ANT, por si solo, no
provoca el MPT ya que requiere de la colaboracion de otros componentes como

VDAC o Bax.

» VDAC
VDAUC, la proteina mas abundante de la membrana externa mitocondrial, es un canal
que permite el paso de solutos de hasta SkDa de peso molecular hacia los sistemas de
transporte especificos de la membrana interna. La formacién de los complejos VDAC-

ANT mantienen los puntos de unidn entre la membrana mitocondrial interna y externa,
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y son imprescindibles para un metabolismo energético celular eficaz. De hecho, este
complejo es capaz de reclutar toda una serie de quinasas (hexoquinasa, glicerol
quinasa, creatina quinasa) acoplando el uso del ATP en el citosol, con su transporte
desde la matriz mitocondrial. También el receptor de benzodiazepinas (PBR)
interacciona con VDAC. Esta proteina se encuentra en la membrana mitocondrial
externa, y se encarga del transporte de colesterol de la membrana externa a la interna,
regulacion de la sintesis de esteroides, y del transporte de porfirina (Castedo M et al.
2002). La sobreexpresion celular de PBR y el uso de sus ligandos farmacologicos
demuestran su papel regulador en la apoptosis, aunque se desconoce su mecanismo de
accion (Casellas P et al. 2002). Ensayos de reconstruccion y permeabilizacion de
VDAC en liposomas (Shimizu et al. 1999), muestran la participacion de otros

complejos en el desarrollo del MPT.

» CyP-D

La CyP-D es una chaperona con actividad peptidil-prolil-cis-trans isomerasa que esta
localizada en la matriz mitocondrial. La funcién celular de la CyP-D es controvertida,
pero su actividad catalitica la involucra en el plegamiento y cambio conformacional de
ciertas proteinas mitocondriales (Matouschek A et al. 1995). Su integracion en el
complejo ANT-VDAC se establecio mediante cromatografia de afinidad, y dado que
la CyP-D reside en la matriz mitocondrial, la uniéon sélo puede ser via ANT.
Posteriormente, la reconstruccion del complejo VDAC-ANT-CyP-D en liposomas
reprodujo los efectos observados en mitocondria intacta durante el MPT (Crompton M
et al. 1998). Desafortunadamente, no se ha generado el raton deficiente en el poro
mitocondrial para evaluar su papel in vivo, probablemente porque VDAC y ANT son
proteinas esenciales para el correcto funcionamiento celular.

Se ha observado que la ciclosporina (CsA) inhibe la apertura del poro al unirse al
centro activo de la CyP-D y asi bloquear su interaccion con el ANT. Sin embargo, en
algunos tipos celulares de origen neuronal, la CsA tan solo es capaz de provocar una
inhibicion transitoria de la apertura del poro, indicando la existencia de una via
independiente de la CyP-D para el MPT (Andreyev A et al. 1999). Células que

sobreexpresan la CyP-D son menos sensibles al dafio mediado por el estrés oxidativo,
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manteniendo la funcionalidad mitocondrial (Lin DT et al. 2002), sugiriendo que la
CyP-D interacciona con las proteinas del poro evitando que se produzcan
modificaciones en sus componentes debida a la accion de los radicales libres (Kim JS

et al. 2003).

Glucose-6- Glucose Kinases
chosphate + &TP
« ADP Phasphatasas
rH change
Caspases
HEC N B

HVEBE-X | BHE peptides
Porin B |

[ - PeR -
Ol | VDAC VDA
Crealine r
+ ATF
mtCK
Creatine-F
5 = [ wihdls,
Atractyloside/palmitat e el
Bongkrekata/ATP/ADP  m—f ANT ANT
. i |
LA - |
MkA Cardiolipin
| I R TR L
Cyclosponn A _|f Ca+/oxidation?
Cyp-D

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 2. Componentes y reguladores del MPT

1.4.2. MPT y muerte celular

La apoptosis y la necrosis son dos modalidades de muerte celular, que se distinguen
claramente por sus caracteristicas morfologicas y bioquimicas. A pesar de que el
proceso apoptotico y los factores que lo desencadenan no son del todo conocidos, se
tiende a pensar que la apoptosis y la necrosis representan los dos extremos de un
proceso continuo, ya que ambos tipo de muerte ocurren simultdneamente en tejidos
expuestos al mismo estimulo. El MPT ha mostrado jugar un papel clave tanto en la
muerte por apoptosis como por necrosis (Kim JS et al. 2003). Si el proceso del

MPT es general , afectando a la mayoria de mitocondrias en la célula y la via
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glicolitica esta comprometida, los niveles de ATP celular disminuyen y esto provoca

la muerte necrotica. En cambio, si el proceso progresa de manera madas lenta donde

la glicolisis sea capaz de mantener los niveles de ATP, se produce un colapso del

potencial de membrana, hinchamiento mitocondrial, permeabilizacion o ruptura de la

membrana externa y la liberacién no regulada de las proteinas solubles del espacio

intermembrana mitocondrial,
immunofluorescencia en células
c de 15kDa (Liu X et al. 1996)
y Smac/DIABLO de 23kDa
(Green D et al. 2002) al
citosol, se produce al mismo
tiempo que otras proteinas de
mayor peso molecular como
el factor inductor de apoptosis
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Figura 3.El MPT regulador de la muerte apoptotica y necrotica
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conformacion que permite la union al citocromo c. Esto favorece el reclutamiento de
la procaspasa 9 que en presencia de ATP forma el complejo llamado apoptosoma.
Debido a la actividad autocatalitica de este complejo, la caspasa 9 (sefializadora) es
capaz de activar al resto de caspasas 3 (efectora), 6 y 7 (Rodriguez J et al. 1999), que
gracias su actividad proteolitica son letales para la célula. Las proteinas inhibidoras de
la apoptosis (IAPs) suprimen la muerte celular al unirse e inhibir a las caspasas 3, 7 y
prevenir la activacion de la procaspasa 9 (Deveraux QL et al. 1999). Smac/DIABLO y
Omi/HtrA?2 interaccionan con el dominio BIR de las IAPs facilitando al apoptosoma la
activacion de la cascada de caspasas efectoras (Chai J et al. 2000).

Por lo tanto, en situaciones donde el ATP celular estd disminuido durante la etapa
inicial del proceso apoptotico, el apoptosoma no se puede formar y las células mueren

por necrosis (Chautan M et al. 1999).

1.4.3. Reguladores del MPT

» Proteinas de la familia Bcl-2/Bax

Los miembros antiapoptoticos de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bel-x;) estdn anclados en
diferentes membranas (mitocondria, reticulo endoplasmatico y nucleo) a través del
dominio hidrofébico carboxi-terminal. Por otro lado, los factores proapoptoéticos de
esta misma familia: Bax, Bid, Bak y Bim residen principalmente en el citosol y
translocan a la mitocondria intercalandose en la membrana mitocondrial externa para
iniciar el proceso apoptético. Bid es hidrolizado por la caspasa 8 y su uniéon a Bax o
Bak provoca un cambio conformacional en estas proteinas, permitiendo su insercion
en la membrana mitocondrial externa, donde oligomerizan formando canales. La
relevancia de estos dos miembros, se ha mostrado en fibroblastos embrionarios de
raton deficientes en Bax y Bak que son resistentes a un amplio panel de agentes
inductores de la muerte celular por apoptosis (Wei MC et al. 2001).

Bim y Bak pueden heterodimerizar con Bcl-2 y Bcl- xp bloqueando su funcion
antiapoptotica (Desagher S et al. 2000, Puthalakath H et al. 1999). Los miembros de
esta familia pueden formar tanto canales de forma autonoma (Eskes R et al. 1998)

como colaborar con los componentes del poro mitocondrial (Martinou JC et al. 2001).
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Recientemente se ha descrito que Bax y Bcl-2 regulan el MPT a través de su
interaccion con ANT y que son capaces de modificar su funciéon como transportador
antiporte de ADP/ATP (Belzacq AS et al. 2003).
> Calcio

La mitocondria esta implicada en la homeostasis de Ca®" intracelular . Un exceso de
calcio en la célula, se puede compensar de forma eventual al aumentar los niveles de
Ca’" en la mitocondria, como se observa tras la sefializacion entre células o la
estimulacion por citoquinas. La mayoria de agentes apoptoticos, provocan un aumento
de Ca®" en el citosol, que al acumularse en la mitocondria disminuye el potencial de
membrana, provocando la generacion de ROS, despolarizacion de la membrana
mitocondrial, liberacion del citocromo ¢ y posterior muerte celular (Kruman I et al.
1998). Bcl-2 aumenta la permeabilidad del reticulo endoplasmatico (RE) para el Ca®’,
reduciendo su acumulacién en la mitocondria (Murphy RC et al. 2001). Por otro lado,
un aumento en los niveles de Ca®", activa la fosfatasa calcineurina que desfosforila a

Bad causando su translocacion a la membrana mitocondrial (Wang HG et al. 1999).

» Composicion lipidica v fluidez de 1a membrana mitocondrial

La membrana mitocondrial tiene una composicion lipidica peculiar con bajos niveles
de colesterol, y es la inica membrana eucariota que contiene cardiolipina. Este
fosfolipido determina la insercidon de Bid en la membrana mitocondrial (Lutter M et al.
2000). Recientemente se ha demostrado que la produccion endégena de ROS por parte
de la mitocondria favorece la liberacion del citocromo c al peroxidar la cardiolipina
(Petrosillo G et al. 2003). Por otro lado, las propiedades dindmicas de la bicapa estan
vinculadas al MPT . Se ha descrito que la formacién del poro depende de la fluidez de
la membrana mitocondrial (Ricchelli F et al. 1999), y en esta linea , la insercion de
Bax aumenta la difusion de los lipidos en la bicapa lipidica mitocondrial (Epand RF et

al. 2003).

» Generacidén de ROS

Varios compuestos inducen la expresion de las enzimas de la cadena respiratoria,

incrementando los ROS y provocando la muerte celular via MPT (Chandra D et al.

13



Introduccion

2002). Los productos derivados de la peroxidacion lipidica, como el hidroxinonenal
(HNE), consecuencia de la generaciéon de ROS/NOS, inducen MPT tanto in vitro
como in vivo (Moncada S et al. 2002). En células endoteliales, la hipoxia/reperfusion
estimula la sobreproduccion del anion superoxido y del peroxido de hidrogeno,
generados por la xantina oxidasa (XO), que son claves para la apertura del poro.
Evidencia de ello es la observacion de que la inhibicion de la XO con alopurinol
previene la muerte celular.

Los radicales libres son capaces de provocar el MPT al oxidar los tioles de las
proteinas del poro (Chernyak BV et al. 1996). Por ejemplo, se ha observado que el
anion superoxido provoca el MPT, independiente de Bax y Bak, al interaccionar con

VDAC (Madesh M et al. 2001).

» Mensajeros lipidicos

La ceramida generada en la membrana plasmatica por la acciéon de las
esfingomielinasas o por la activacion de la ceramida sintasa, reduce la concentracion
umbral de Ca*" necesario para el MPT (Szalai G et al. 1999). Estudios en mitocondria
aislada de higado de rata, han mostrado que la ceramida es capaz de inducir
directamente la apertura del poro debido a su interaccion con el complejo III de la
cadena respiratoria que provoca la generacion de ROS (Garcia-Ruiz C et al. 1997).

El gangliosido GD3, derivado de la ceramida, es un potente inductor del MPT
independiente de Ca®", tanto en mitocondria aislada como in situ (Scorrano L et al.
1999, Garcia-Ruiz C et al. 2000) y este efecto es inhibido por Bcl-2 (Rippo MR et al.
2000).

Por otro lado, acidos grasos saturados como el palmitato, que se acumula en la
isquemia de corazén, provocan el MPT en mitocondria aislada, al interaccionar con el

ANT (Kroemer G et al. 1998).

2. GLUTATION

El glutation (GSH) es el tiol de bajo peso molecular mas abundante en la célula, en

concentraciones del orden milimolar, con gran eficacia estructural y que participa
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activamente en numerosos procesos de desintoxicacion. Se trata de un tripéptido
constituido por los aminoacidos glutamato y glicina, responsables de su destino
metabdlico, y la cisteina donde su grupo sulthidrilo (-SH), gracias a su potencial

reductor, es el responsable de sus funciones metabolicas.

2.1. Sintesis de glutation

El GSH se sintetiza en todas las células de mamiferos, pero los principales 6rganos
encargados de la homeostasis del GSH son el higado, el pulmon y el rifion.

Su biosintesis es el resultado del acoplamiento secuencial de dos reacciones
enzimaticas dependientes de ATP, catalizadas por los enzimas: y-glutamilcisteina
sintetasa (y-GCS) y la GSH sintetasa (GS) (Meister A et al. 1989).

El primer paso en la sintesis del GSH es la union del glutamato y la cisteina a través
del grupo y-carboxilo del glutamato, que a diferencia del clasico enlace peptidico
mediante el grupo a-carboxilo, le transfiere resistencia a la hidrélisis por peptidasas.
La tunica peptidasa capaz de hidrolizar al GSH es la y-glutamiltranspeptidasa, enzima
encargada de su transporte y presente en la superficie externa de ciertos tipos
celulares. Esta reaccion catalizada por la y-GCS, es la etapa limitante de la sintesis de
GSH. La enzima requiere de Mg®" y Mn®" para su actividad, presenta especificidad
hacia el glutamato y es inhibida por concentraciones fisiologicas de GSH, al competir
por el sitio de union al glutamato, y por la disponibilidad de su precursor la cisteina.
La actividad de la y-GCS puede ser inhibida especificamente y de forma irreversible
por la butionina L-sulfoximina (Griffith OW et al. 1979).

Recientemente, Shi ZZ et al. 2000 han observado que el raton deficiente en la y-GCS
no es viable, demostrando que la sintesis de GSH es indispensable durante las etapas
iniciales del desarrollo en mamiferos.

Finalmente, la sintesis se completa con la unidon de glicina al dipéptido v-
glutamilcisteina a través de la enzima GSH sintetasa que no es retroinhibida por el
glutation. La glicina, como aminoacido terminal, es basico en la especificidad
estructural de las enzimas dependientes de GSH y confiere proteccion frente a la

degradacion intracelular producida por la y-glutamiciclotranferasa (Meister A 1988).
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ATP ADP+P;
I
L- Glutamato + L-Cisteina » 7-Glutamil-L-Cisteina

»

ATP Gs ADP+P;
7-Glutamil-L-Cisteina + L-Glicina \/ » Glutation (GSH)

Figura 4. Sintesis de glutation
2.2. Funciones del glutation
La concentracion intracelular de GSH es un indicador muy sensible de Ia
funcionalidad y viabilidad celular. De hecho, el desarrollo de diferentes patologias se
ha visto acompafiado de una disminucion de los niveles de glutation (Wu G et al.

2004). Las principales funciones son:

» Almacenamiento de cisteina

La cisteina en plasma es rdpidamente autooxidada a cistina, fendmeno que implica una
marcada toxicidad. La disminucion de este efecto nocivo se consigue controlando los
niveles de cisteina libre o mediante el almacenamiento de ésta en forma de GSH, cuyo
grupo —SH es menos 1abil que el de la cisteina libre (Cooper AJ 1983). De manera que

cuando el GSH es hidrolizado extracelularmente se recupera la cisteina.

» Desintoxicacion

La desintoxicacion de xenobidticos o sus metabolitos es una de las principales
funciones del GSH. Estos compuestos electrofilos se conjugan con el GSH, tanto de
manera espontdnea como catalizada por la enzima glutation S-transferasa (GST),

dando lugar a mercapturatos que serdn posteriormente eliminados.

» Reduccién de perdxidos de hidrégeno (H,0,) y peroxidos orgénicos
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Si el perdxido de hidrégeno no es reducido a agua, en presencia de ciertos metales de
transicion (Fe’*, Cu®), puede dar lugar a través de la reaccion de Haber-Weiss, a la
formacién del radical hidroxilo (OH’), altamente reactivo y responsable de Ia
formacion de peroxidos lipidicos. La GSH peroxidasa dependiente de selenio cataliza
la reduccion del peroxido de hidrégeno a agua utilizando el GSH como cofactor,
dando lugar a la formacién de la especie oxidada de glutation (GSSG). En presencia
de NADPH, el GSSG es reducido de nuevo por la GSH reductasa, estableciéndose de

esta manera el denominado ciclo redox del GSH .

» Integridad grupos tioles

Mantenimiento de los niveles de tioles esenciales en proteinas, previniendo su

oxidacion o reduciendo uniones disulfuros inducidas por el estrés oxidativo.

» Conjugacién con compuestos enddgenos, como los intermediarios del

metabolismo de las prostaglandinas, leucotrienos v varias hormonas

» Modulacion de procesos relacionados con los microtiibulos

» Reduccidn de los ribonucledtidos a desoxirribonucledtidos

2.3. Glutation mitocondrial

El GSH es sintetizado en el citosol celular y su disponibilidad en los diferentes
compartimentos celulares estd determinada por complejas interacciones entre su
utilizacion, transporte, sintesis y la tasa de reduccidon del GSSG a GSH (Wahllander
A et al. 1975). El glutation mitocondrial (mGSH) constituye entre un 10-15% del total
celular y se encuentra en una concentracion similar a la del citosol, de 9-12 mM

(Garcia-Ruiz C et al. 1994).

2.3.1 Funciones del GSH mitocondrial
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» Reduccidon del H,O, generado en la respiracion mitocondrial

Como consecuencia del metabolismo aerdbico celular se generan radicales
superoxido (0O,7) y H,O, como subproductos dela respiracion mitocondrial,
especies reactivas que pueden conducir a la oxidacion de lipidos de membrana y
otras  macromoléculas e interfiriendo en procesos metabdlicos. Puesto que la
mitocondria carece del enzima catalasa, la detoxificacion de H,O, depende
exclusivamente del  glutation mitocondrial y de la actividad de la enzima GSH

peroxidasa (Fernandez-Checa JC et al. 1997).

» Mantenimiento de la viabilidad celular

El glutation mitocondrial (mGSH) tiene un papel fundamental en la viabilidad celular
(Fernandez-Checa JC et al. 1998). Por ejemplo, se ha observado que la disminucion
selectiva de los niveles de mGSH es un evento que precede a la muerte apoptotica en
timocitos (Macho A et al. 1997) y sensibiliza a los hepatocitos frente al estrés
oxidativo y TNF-a (Colell A et al. 1998, Fernandez-Checa JC et al. 1989). Ademas de
jugar un papel clave en el mantenimiento de la funcionalidad mitocondrial a través de
la regulacion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna, manteniendo

los grupos sulfhidrilos en estado reducido (Armstrong JS et al. 2002).

2.3.2. Propiedades del transporte mitocondrial de GSH

El transporte de GSH a la mitocondria, es energéticamente desfavorable porque el
GSH al pH fisiologico es un anidén, y la matriz mitocondrial tiene carga negativa
comparada con el citosol. Este hecho junto a los resultados observados tras la
expresion funcional del transportador de mGSH, descarta la posibilidad de que el
transporte de glutation del citosol a la mitocondria sea por simple difusion. A pesar de
la gran cantidad de estudios cinéticos y funcionales del transportador de GSH
mitocondrial, su caracterizacion molecular no ha sido posible hasta la fecha. En 1990
Martensson J et al. describieron un sistema de transporte del GSH en mitocondria de
higado de rata, formado por dos componentes dependientes de ATP: uno de alta

afinidad, saturable a 1-2mM de GSH y otro de baja afinidad pero gran capacidad.
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Estos valores cinéticos y su estimulacion por ATP han sido corroborados por otros
trabajos (Collel A et al. 1997). Posteriormente se ha descrito la cis inhibicion del
transporte del GSH a la mitocondria por parte del glutamato y del malato, sin ver
ningin efecto de los acidos monocarboxilicos (Chen Z et al. 1998, 2000). Estos
resultados sugieren la participacion de los transportadores de glutamato en el
transporte de GSH. Sin embargo parece poco probable, porque ambos transportadores
antiporte  glutamato/hidroxilo y glutamato/aspartato no presentan diferentes
componentes, y sus Km son de 4 y 6mM respectivamente (Dennis SC 1977),
diferentes de los valores descritos para el transporte mitocondrial de GSH. Estudios
centrados en la purificacion y reconstitucion de la actividad del transportador de
mGSH procedente de mitocondria de rifion de conejo, indican que tanto el
butilmalonato y el fenilsuccinato, asi como otros sustratos para los transportadores de
los acidos dicarboxilicos (DIC) y 2-oxoglutarato (OGC), inhiben el transporte de
mGSH, mientras que los sustratos para los transportadores de acidos mono y
tricarboxilicos no tienen ningun efecto (Chen Z et al. 2000). Esto sugiere un papel
funcional de los transportadores DIC/OGC en el transporte de GSH mitocondrial. En
un estudio mas reciente (Coll O et al. 2003), la expresion del transportador de 2-
oxoglutarato en mitocondria de oocito de Xenopus laevis, relaciona directamente el
papel de este transportador con el transporte de mGSH . De hecho, se muestra que el
transporte mitocondrial de GSH por el OGC tiene unos valores cinéticos (Km y
Vmax) similares al componente de baja afinidad del transporte de GSH mitocondrial,
indicando la participacion de otros transportadores mitocondriales en el transporte de
alta afinidad del mGSH.

Los trabajos de reconstitucion en proteoliposomas y la sobreexpresion del
transportador DIC en células NRK, muestran su participacién en el transporte de
mGSH (Lash LH et al. 2002), pero hasta el momento no se han realizado estudios para
establecer los valores cinéticos de este transporte.

El reciente clonaje de dos isoformas de los transportadores mitocondriales de
oxodicarboxilato Odcpl y Odcp2 (Fiermonte G et al. 2001, Palmieri L et al. 2001),

abren la puerta al estudio de su papel en el transporte mitocondrial de GSH.
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3. RETICULO ENDOPLASMATICO

El reticulo endoplasmatico juega un papel central en la biosintesis celular. Su
membrana es el lugar de produccion de todas las proteinas transmembrana y de los
lipidos de la mayoria de organulos celulares. Aproximadamente un tercio de todas las
proteinas celulares translocan al lumen del RE donde se pliegan, oligomerizan y sufren
modificaciones post-transcipcionales. El RE es extremadamente sensible a alteraciones
en su homeostasis, y frente a diferentes estimulos es capaz de activar cascadas de
sefalizacion que convergen en el citoplasma o en el nilcleo, resultando en una

respuesta de adaptacion para la supervivencia o la induccion de la muerte apoptotica.

3.1. Estrés en el RE

El lumen del RE proporciona un ambiente oxidante en donde residen las chaperonas,
enzimas no so6lo encargadas de catalizar el plegamiento de proteinas, sino que también
evitan la agregacion y estabilizacion de conformaciones polipeptidicas desfavorables
energéticamente para el correcto plegamiento (Dill KA et al. 1997). Dado que este
proceso, altamente regulado, es esencial en el procesamiento de las proteinas, la falta
de glucosa o la inhibicién de la glicosilacion proteica (p.ej. con la tunicamicina),
provoca un cumulo de proteinas no plegadas que activa una via de sefalizacion
intracelular hacia el nacleo, denominada la respuesta a proteinas no plegadas o UPR
(Mori K 2000). Esta respuesta adaptativa se caracteriza por la expresion de diferentes
genes, entre ellos, los que codifican diferentes chaperonas cuyo objetivo seria corregir
esta deficiencia en el plegamiento proteico (Travers KJ et al. 2000). El factor nuclear
GADDI153 (C/EBP proteina homodloga, o bien CHOP) es uno de los marcadores
clasicos del estrés en el RE (Wang XZ et al. 1996). Aunque su funcion en el UPR
podria ser redundante, ya que ratones deficientes en GADDI153 muestran una
respuesta normal frente al estrés en el RE, su papel es clave para la muerte celular por
apoptosis inducida por agentes como la tunicamicina que promueven estrés en el RE

(Zinszner H et al.1998). La asociacion entre la activacion del UPR vy la biosintesis de
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lipidos fue observada inicialmente en levaduras (Cox JS et al. 1997). Posteriormente,
Werstuck GH et al. 2001 mostraron en células humanas que la homocisteina (agente
inductor de estrés en el RE) aumentaba los niveles de colesterol y triglicéridos a través
del UPR, estimulando la expresién de factores transcripcionales como las proteinas
reguladoras de la union al esterol (SREBP-1 y 2) y GADDI153. El factor nuclear
SREBP-1 se encuentra unido a la membrana del RE y para su activacion requiere de
proteolisis para liberarse de la membrana (Brown M et al. 1999). Tras ello, el dominio
amino terminal transloca al nucleo, donde activa la expresion de genes implicados en
la sintesis de colesterol, triglicéridos y 4cidos grasos insaturados, asi como
aumentando la captacion de lipidos por parte de la célula (Horton JD et al. 2002).
Entre todos los genes inducidos tras la union del factor SREBP-1 al DNA, cabe
destacar la enzima HMG-CoA reductasa, que participa en la etapa limitante de la

sintesis de colesterol.

4. HIPOXIA

Las células de mamiferos son capaces de detectar una disminucion en la disponibilidad
de O, y activar una respuesta adaptativa mediada por la regulacion transcripcional de
diferentes genes. La respuesta universal a niveles bajos de O,, es la expresion del
factor transcripcional inducible por hipoxia (HIF). Por tanto, HIF representa la union
entre el sensor del oxigeno y los efectores celulares, tanto a nivel local como
sistémico. Este factor nuclear activa genes que codifican tanto para la eritropoyetina
(EPO), que estimula la produccion de globulos rojos, el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), que activa la angiogénesis, ambos con la funcion de aumentar el
aporte de O,; asi como para los transportadores de glucosa, Glutl y Glut3, y enzimas
glitoliticos que facilitan la produccion de ATP en ausencia de O, (Semenza G. 1998).

Esta capacidad de adaptacion a cambios en la tension de oxigeno, indica la presencia
de un sensor celular acoplado a una via de transduccion de senal intracelular.
Inicialmente se presentd como sensor la enzima NADPH oxidasa (Acker H 1994),
pero posteriormente Wenger RH et al. 1996 observaron que células deficientes en la

subunidad gp91™™™ de la NADH oxidasa, mostraban una respuesta normal frente a la
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hipoxia. También se involucr6 la citocromo P450 reductasa ya que su regulacion
durante la hipoxia modulaba los niveles de la EPO (Harder DR et al. 1996). Pero esta
hipdtesis se descarto, al no intervenir en la regulacion de HIF-1a y VEGF (Agani F et
al. 1998) y tras no confirmarse su participacion por analisis espectrofotométrico
(Ehleben W et al. 1998). Por ultimo, diversos grupos independientes concluian que la
mitocondria actuaba como sensor al generar radicales libres desde la cadena
respiratoria mitocondrial. De hecho, células p° (carecen de un ADN mitocondrial
funcional) no responden a la hipoxia. Sin embargo, se desconoce la subunidad de la
cadena respiratoria responsable de la generacion de radicales libres. Se han propuesto
el complejo I (Agani F et al 2000), el complejo II de la cadena respiratoria
(Paddenberg R et al. 2003) o a una disminucion de la Vmax de la citocromo oxidasa
(Chandel NS et al 1997) como posibles responsables de la sobreproduccion de ROS
durante la hipoxia.

La generacion mitocondrial de ROS en células hipoxicas activa la via redox
intracelular, que culmina en una amplia respuesta de adaptacion mediada por la
activacion de factores de transcripcion como HIF-1a, NF-xB , AP-1 y p53 (Chandel
NS et al. 1998, 2000). Recientemente, se han implicado las HIF prolil/asparragin
hidroxilasas, dado que su actividad estd restringida por la presencia de oxigeno y
actian sobre el dominio de degradacion dependiente de oxigeno del HIF, provocando
su degradacion por el proteosoma en condiciones de normoxia (Jaakkola P et al. 2001,
Ivan M et al. 2001). Por tanto, la cuestion que permanece por aclarar en este campo es
si existen multiples sensores en una misma célula, si depende del tipo celular o si un
unico sensor universal media las diversas respuestas celulares frente la hipoxia. La
evidencia de que los niveles de VEGF aumentan durante la hipoxia, pero no sélo
debido a un aumento en la expresion génica, sino también a una mayor estabilidad de
su mARN (Stein I et al. 1995) y una mayor exportacion de la proteina (Osaka K et al.
2001) y el hecho de que los factores de transcripcion NF-kB , AP-1 y p53 son
activados durante la hipoxia por una via diferente a la del factor HIF, apuntan a la
coexistencia de diferentes sensores celulares frente a la hipoxia (Schumacker PT

2003).
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4.1. Hipoxia y transcripcion génica: HIF y NF-xB

4.1.1. HIF

La respuesta a la hipoxia mediada por HIF juega un papel clave en el desarrollo de
diferentes patologias como en la isquemia pulmonar y de miocardio, la hipertension
pulmonar y la tumorigénesis (Semenza G 2000). HIF es un factor de transcripcion
heterodimérico, compuesto por la subunidad constitutiva HIF-f (o ARNT) y la
subunidad inducible HIF-a, donde su expresion y actividad transcripcional esta
regulada por la concentracion de O,. Se han identificado tres isoformas de la
subunidad a codificadas por diferentes loci genéticos : HIF-1a (Wang GL et al. 1993),
HIF-2o (Ema M et al. 1997) y HIF-3a. (Gu YZ et al. 1998). A pesar de la similitud
estructural y funcional de las isoformas, el HIF-2a y HIF-3a tienen un patron de
expresion mucho mas restringido que el factor HIF-1a . El raton con un alelo mutado
para el HIF-1a tiene un desarrollo normal, pero muestra una respuesta alterada frente
a la hipoxia crénica (Yu A et al. 1999). De hecho, al factor HIF-1a, se le atribuye la
mayor parte de la respuesta adaptativa de la célula frente a la hipoxia. En condiciones
de normoxia, HIF-1a tiene una vida media extremadamente corta (<5 min) y su nivel
basal es indetectable, mientras que durante la hipoxia se almacena en el citosol en
funcion del tiempo de exposicion y del grado de hipoxia. El responsable de esta
regulacion proteolitica es la region del factor HIF-1a llamado dominio de degradacion
dependiente de oxigeno (ODD), que contiene el lugar de reconocimiento de la proteina
supresora de tumores de von-Hippel-Lindau (pVHL). En presencia de O,, hay una
hidroxilacién de las prolinas 402 y 564 en el ODD, que permite la interaccién con
pVHL y la ubiquitinacion de este complejo multiprotéico, provocando su degradacion
por el apoptosoma (Masson N et al. 2001). En este sentido, células deficientes en
pVHL, expresan el factor nuclear HIF-1lo.y sus genes diana de forma constitutiva
(Maxwell PH et al 1999). Existe un segundo nivel de regulacion mediado por la
hidroxilacion en la asparragina 803 del ODD, que no permite el reclutamiento del

complejo activador de la transcripcion p300/CBP por parte del factor HIF-1a., y por
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la subunidad HIF-1f; hecho que facilita su traslocacion al nucleo, y gracias a su
interaccion con el complejo p300/CBP, estimula la expresion de los genes diana. Se
ha especulado sobre la posibilidad de que los radicales libres que se generan en la
mitocondria durante la hipoxia, actGen como reguladores de estas hidroxilasas
(Schumacker PT 2003) y sobre la oxidacion de las cisteinas del dominio ODD del
factor HIF-1a.

4.1.2. NF-xB

NF-kB es un factor transcripcional redox sensible identificado, inicialmente, como una
proteina de origen linfoide, que reconoce a la region consensus GGGACTTTCC
presente en el promotor del gen de la cadena ligera k¥ (Sen R et al. 1986). La
regulacion de NF-xB es posttranscripcional, ya que se encuentra en el citoplasma de
forma inactiva asociada a una proteina inhibidora de la familia IkB. Frente a diferentes
estimulos, se produce la liberacion de la proteina inhibidora, que permite a NF-«xB
migrar al nucleo celular y regular la expresion génica. NF-xB forma parte de una
familia de factores transcripcionales diméricos que poseen dominio de homologia Rel,
y a través de ellos se unen al ADN, interaccionan unas subunidades con otras y con

las proteinas inhibidoras IxB.
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La familia Rel de proteinas comprende dos grupos que se clasifican en base a su
estructura, funciéon y modo de sintesis (Muller CW et al. 1995).

e Grupo I : del que forman parte las proteinas p50 y p52. Sintetizadas a partir de
sus proteinas precursoras p105 y p100, respectivamente. Las proteinas maduras
se caracterizan por la presencia de un dominio de homologia Rel de
aproximadamente 300 aminodcidos y que incluye la region de union al ADN.

e Grupo II: incluye las proteinas Rel A (p65), c-Rel, Rel B y la proteina dorsal de
Drosophila, que ademdas de poseer el dominio Rel, tienen dominios con
capacidad activadora de la transcripcion. La familia Rel/NF-xB puede formar
homo o heterodimeros. El dimero p65/p50 es el mdas comln y p65 es la
subunidad con mayor capacidad transactivadora. La dimerizacion es importante
funcionalmente, ya que es necesaria para la posterior unién al ADN del factor
nuclear activado.

Las sefales activadoras de NF-kB provocan la fosforilacion de IxB-a, lo que resulta
en la disociacion del complejo NF-xB/IkB-a (Ghosh S et al. 1990). La fosforilacion
de IxkB-a en los residuos serina 32 y 36 del extremo amino terminal, es mediada a
través de la quinasa especifica para IkB (IKK). Una vez IkB-a es fosforilada, ésta sera
ubiquitinada selectivamente en residuos lisina, y posteriormente, degradada por el
proteosoma 26S (Mercurio F et al. 1999). La disociacion de IkB-a permite que quede
libre la region del extremo carboxi terminal que incluye la sefal de localizacion
nuclear de NF-xB, con lo que rdpidamente translocara al ntcleo donde regula la
transcripcion de sus genes diana. Por otro lado, en 1994 dos trabajos mostraron la
fosforilacion en tirosina de IkB-o frente a dos estimulos independientes: durante el
proceso de activacion de los neutréfilos (Druker BJ et al. 1994) y en respuesta a la
hipoxia (Koong AC et al. 1994), pero el significado de estas modificaciones no estaba
claro. Finalmente, Imbert V et al. 1996 mostraron que la fosforilacion en el residuo
tirosina 42 de IkB-ano resulta en su degradacion, pero si en su liberacion del
complejo NF-kB/IkB-a, permitiendo la activacion de NF-«xB (Figura 6). Trabajos
recientes implican a la Lck (p56'™), una tirosin quinasa de la familia Src, como

responsable de esta modifacion (Mahabeleshwar GH et al. 2003, Fan C et al. 2003),
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aunque faltan experimentos concluyentes que muestren la capacidad de esta quinasa
de fosforilar in vitro a IkB-a en la Tyr42.

También se ha observado otra via de regulacion de NF-xB a través de la fosforilacion
directa de sus diferentes subunidades, principalmente p65, aunque falta por determinar
su relevancia fisiologica (Schmitz ML et al. 2001).

Los radicales libres generados en la mitocondria, regulan la activacion del factor NF-
kB (Garcia-Ruiz et al. 1995). Estos ROS, como segundos mensajeros, actiian a
diferentes niveles regulando la activacion de tirosin quinasas como Lck (Hardwick JS
et al. 1997), las quinasas IKKs (Deng L et al. 2001) y el grado de oxidacion de las
cisteinas del dominio Rel en las diferentes subunidades del factor NF-kB (Kumar S
etal. 1992).

NF-kB regula la expresion de genes envueltos en la respuesta inmune, la inflamacion,
y la defensa celular. Entre ellos cabe destacar: citoquinas (TNF-a), receptores de
citoquinas, moléculas de adhesion, factores de crecimiento hematopoyéticos y una
gran cantidad de genes antiapoptoticos (Pahl HL 1999). El raton deficiente en la
subunidad p65/RelA muere durante las primeras etapas desarrollo embrionario por una
apoptosis masiva en el higado, implicando a NF-kB en la regulacion de la muerte
celular (Beg A. et al. 1995). NF-kB activa la expresion de los factores antiapoptoticos
de la familia Bcl-2 (Bcel-xp y Bcl-2) y de la familia IAPs (c-IAP1, c-IAP2 y XIAP)
(Kucharczak J et al. 2003).

ESTIMULOS
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NF-xB ACTIVO
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ROS

&~
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Figura 6. Modelo de activacion de NF-kB. Via I: activacion de NF-xB a través de la
degradacion de IkB-a. Una serin quinasa fosforila a IkB-o en los residuos serina 32 y 36,
ademas, [kB-o también es sefializada con ubiquitinas, lo que la convierte en una diana para el

proteosoma. Via 2: activacion de NF-kB mediada por la fosforilacion de IkB-o en tirosina

42.

5. HEPATOPATIA ALCOHOLICA

La hepatopatia alcoholica es un proceso multifactorial y los mecanismos implicados
en su desarrollo no son del todo conocidos. Aunque la asociacion entre el consumo
cronico de alcohol y la aparicion de enfermedades hepaticas es conocida desde la
antigiiedad, su relacion directa con la enfermedad hepatica alcohdlica no fue
establecida hasta mediados del siglo pasado (Jolliffe N et al. 1941). Estudios
epidemioldgicos muestran que solo una proporcion relativamente reducida de casos
tienen lesiones hepaticas intensas (30-40%), a pesar de una duracidon y magnitud
similar en la ingesta de alcohol, indicando la importancia de otros factores como los

genéticos y nutricionales.

La enfermedad hepatica inducida por el alcohol puede ser considerada como un
desorden cronico, en el cual las células responden de forma inapropiada a estimulos
que originalmente no eran nocivos. Una ingesta cronica de etanol, desencadena una
complicada interrelacién de sucesos que dan lugar a la progresion de la enfermedad,

desde la esteatosis o higado graso a la cirrosis.

5.1. Metabolismo del etanol

El alcohol ingerido es rapidamente absorbido en el estémago y en el intestino delgado,
de manera que la méxima concentracién plasmatica se registra a los 30 minutos.
Unicamente alrededor de un 10% del etanol absorbido es eliminado a través de los

rifones, pulmones y de la piel, mientras que el resto es metabolizado en el higado. El
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hepatocito dispone de tres sistemas enzimaticos capaces de oxidar el etanol a

acetaldehido, que estan localizados en diferentes compartimentos celulares:

5.1.1. Alcohol deshidrogenasa (ADH)

La ADH, presente en el citosol, es una metaloenzima dependiente de zinc capaz de
oxidar a diversos alcoholes alifaticos y a un ntimero limitado de alcoholes ciclicos,
dando lugar a los aldehidos correspondientes. En la oxidacion del alcohol catalizada
por ADH se transfiere el hidrégeno del sustrato al cofactor NAD, convirtiéndolo en
NADH vy produciendo acetaldehido. El hecho que aumente el cociente NADH/NAD"
al metabolizarse el etanol, tiene repercusiones en el estado redox de la célula hepatica,
ya que aumenta el flujo de electrones a través de la cadena respiratoria mitocondrial
produciendo una generacién de ROS, factor determinante del dafo hepatico producido
por el alcohol (Bailey SM et al. 1998). Por otro lado el exceso de equivalentes
reductores da lugar a toda una serie de desdrdenes metabdlicos; se produce incremento
en la lipogénesis, que junto con una disminucion de la actividad del ciclo del acido
citrico y de la oxidacion de acidos grasos favorecen la acumulaciéon de triglicéridos.
Esto explicaria la acumulacion de vacuolas lipidicas observado en el citoplasma de los
hepatocitos durante la esteatosis.

Hasta la fecha se han identificado siete isoenzimas de la ADH, codificados por 5 loci
génicos que dan lugar a diferentes subunidades polipeptidicas, y cuya expresion
depende del tejido y etapa de desarrollo (Brennan P et al. 2004). En el higado, la
oxidacion del etanol es catalizada principalmente por la ADHI clase I, con una Km en
el rango milimolar (0.5-2mM) (Bosron WF et al. 1983, Lieber CS 1991).

Los diferentes isoenzimas de la ADH muestran diferencias en la eficacia en la
eliminacion del etanol y, por tanto, son uno de los factores que contribuyen a las
variaciones individuales del efecto toxico del etanol (Ferguson RA et al. 1997, Lindros

KO et al. 1995).
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5.1.2. Sistema microsomal de oxidacion de etanol (MEOS)

La proliferacion del reticulo endopldsmatico tras la administracion crénica de etanol, y
la capacidad de metabolizar etanol que presentan algunas especies de ratones que
carecen de la ADH, sugirieron la existencia en los microsomas de un sistema capaz de
oxidar alcohol y adaptarse a la administracion crénica de etanol (Knetch KT et al.
1993). La existencia del MEOS se confirm6 con el descubrimiento de una fraccioén
del citocromo P450 que tiene la capacidad de oxidar alcohol en ausencia de ADH y de
catalasa (Lieber CS et al. 1970). La isoforma del citocromo P450 inducible por el
etanol, es la P4502E1 con una Km relativamente alta para el etanol de 8-10 mM, lo
que explica que sea la ADH el principal enzima en metabolizar el alcohol. Sin
embargo, cuando los niveles de etanol son altos o tras una ingesta cronica de alcohol,
el MEOS juega un papel importante en su oxidacidén, gracias a su capacidad de
adaptacion. El citocromo P4502E1 utiliza NADPH y oxigeno molecular para oxidar el
etanol, generando radicales libres como el anidon superoxido y peroxido de hidrogeno
(Cederbaum Al 1989), que estan directamente implicados en los efectos hepatotdxicos

del etanol.

5.1.3. Catalasa

La catalasa, presente en los peroxisomas, es capaz de oxidar etanol en cooperacion con
un sistema generador de H,0O, (Keilin D et al. 1948). Su actividad se encuentra
limitada por la concentracion de perdxido de hidrogeno, por tanto aquellas reacciones
que en los peroxisomas producen H,O, favorecen la utilizacién de esta via. Uno de
estos procesos es la B-oxidacion de acidos grasos de cadena larga (Handler JA et al
1990). De todas formas, asumiendo que todo el peroxido de hidrogeno se utilizase en
la oxidacion del etanol, la catalasa sélo podria contribuir al metabolismo del 2% del
total de etanol metabolizado in vivo. Por tanto, en condiciones fisioldgicas la catalasa

no tiene un papel relevante en la eliminacion del alcohol.
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5.1.4. Metabolismo del acetaldehido

El primer producto de la oxidacion del etanol, el acetaldehido, es metabolizado hasta
acido acético por una familia de enzimas llamadas acetaldehido deshidrogenasas. En
el higado existen dos tipos de ALDH, una mitocondrial de baja Km y otra
citoplasmatica de alta Km cuyo papel fisioldgico en el metabolismo del acetaldehido
es de poca relevancia (Henehan GT et al. 1985). Habitualmente, tras la ingestion de
etanol los niveles en plasma de acetaldehido son indetectables. En cambio, en los
alcohdlicos cronicos los niveles plasmaticos de acetaldehido son mas elevados
(Korsten MA et al. 1975) debido a una menor actividad de la ALDH mitocondrial,
efecto que se correlaciona con la gravedad del dafio hepatico (Panés J et al. 1989).
Ademas, se ha descrito que los hepatocitos de la zona perivenosa tienen una menor
actividad ALDH que los hepatocitos de la zona periportal, lo que genera un gradiente
de acetaldehido en el acino hepatico, siendo mas concentrado en el area perivenosa,
situacidon que se acentia en la enfermedad hepatica alcohdlica (Garcia-Ruiz C et al
1994).

Existen otros enzimas capaces de metabolizar el acetaldehido, como son la xantina
oxidasa (XO) y la aldehido oxidasa (AO). Ambos generan anidén superoxido durante la
eliminacion del acetaldehido. La Km de la XO para el acetaldehido es >30mM,
mientras que la Km de la aldehido oxidasa es de 1 mM, por tanto es de prever que en
concentraciones relativamente bajas de acetaldehido (200 uM), su metabolismo ocurra

preferentemente via ALDH>AO>XO.

5.1.5. Efectos del acetaldehido

El consumo prolongado de etanol provoca una reduccion significativa en la capacidad
de la mitocondria de rata para oxidar el acetaldehido (Garcia-Ruiz C et al. 1994), que
junto con una metabolizaciéon normal o incluso aumentada del etanol, provoca un
cumulo de acetaldehido que conlleva consecuencias negativas para la célula. Los
efectos conocidos son:

¢ El grupo carboxilo del acetaldehido es muy reactivo, lo que favorece la formacion
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de complejos con el grupo amino de una gran variedad de proteinas (hemoglobina,
citocromo P4502E1, colageno, tubulina, etc.), alterando la funcionalidad de estas
proteinas (Lieber CS et al. 1991). Aunque la formacion de estos complejos in vivo esta
bien documentada en pacientes alcoholicos (Niemeld O et al. 1991), el mecanismo por
el cual estos complejos intervienen en la patogénesis de la enfermedad hepatica
alcoholica no esté claro. La liberacion por parte de los hepatocitos de estos complejos
acetaldehido-proteina, pueden provocar una reaccioén autoinmune, llegando a provocar

inflamacion y dafio hepatico (Israel Y et al. 1988).

e Activacion de diferentes factores de transcripcion. Recientemente se ha descrito
que el acetaldehido provoca la activacion de los complejos NF-kxBy AP-1
responsables de la expresion de citoquinas proinflamatorias (Roman J. et al. 2000).
Por otro lado, el acetaldehido provoca un incremento en células hepaticas estrelladas
de la transcripcion del gen a,(I) colageno, mediante la expresion de los factores

nucleares NF-1y SP-1 (Miao K et al. 1997).

e Aumento en la secrecion de citoquinas en las células de Kupffer (macréfagos
residentes del higado), destacando el TNF-a, IL-1, IL-6, TGF-B1 (Tran-Thi TA et al.
1995).

e El acetaldehido provoca el aumento de la lipoperoxidacion de las membranas
celulares (Miiller A et al. 1982). También se ha relacionado al acetaldehido con la
disminucion de agentes antioxidantes, gracias a su capacidad en la formacion de

complejos con el grupo tiol del glutation (Lieber CS 1988).

5.1.6. Hipoxia

En condiciones fisioldgicas, en el higado hay un gradiente de O, entre la vena portal
(~16% 0O,) y la zona perivenosa (~10% O,). Como consecuencia de la oxidacion del
etanol, la demanda de oxigeno por parte del higado aumenta, debido al llamado estado

hipermetabdlico del hepatocito (Yuki T et al. 1980). El oxigeno es utilizado para la
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oxidacion del etanol por parte del citocromo P450 y por parte del sistema acoplado
catalasa-oxidacion de acidos grasos en los peroxisomas. Ademas, la oxidacioén del
NADH, generado via alcohol y acetaldehido deshidrogenasa, estimula un aumento del
consumo de O, en la cadena respiratoria mitocondrial (Fig 7).

Este aumento en el consumo de O, debido al metabolismo del alcohol, provoca un
aumento del 30% en el gradiente intralobular de O,, alcanzandose estados de hipoxia
en la zona centrilobular del higado (Ji S et al. 1982 , Adachi Y et al. 1994). Y este
efecto es observado, a pesar de que el alcohol induce un efecto compensatorio al
aumentar el flujo sanguineo hepatico, y por tanto, la disponibilidad de O, en el higado.
La observacion de que el area hipoxica pericentral sea la zona mas dafiada por el
consumo cronico de etanol y que tratamiento con el agente propiltiouracil, que reduce
el consumo hepatico de O, debido al metabolismo del etanol, previene el dafo
hepéatico inducido por el alcohol (Carmichael FJ et al. 1993), sugiere que la hipoxia

interviene de forma relevante en el desarrollo de la enfermedad hepética alcohdlica.

Metabolismo del etanol
1. Alcohol deshidrogenasa
CH;CH,OH + NAD" — » CH;CHO + NADH + H'

2. Citocromo P4502E1
CH;CH,OH + NADPH + H" — CH;CHO + NADP" + 2H,0

3. Acoplamiento oxidacion de acidos grasos y catalasa
R—CHz-CHz-CI*i—SCoA + O, e oxidaen R-CH=CH-C-SCoA + H,0,

0 0

CH;CH,OH + H,0, ™, CH;CHO + 2H,0

Metabolismo del acetaldehido
1. Acetaldehido deshidrogenasa
CH;CHO + NAD" »CH;COOH + NADH + H'
Oxidacion mitocondrial del NADH
NADH+H +% 0, —— NAD"+H,0

Fig 7. Consumo de O, asociado al metabolismo del etanol.
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5.2. Mitocondria y alcohol

Una de las caracteristicas predominantes del dafio hepatico inducido por el alcohol en
el higado, son las alteraciones morfologicas y funcionales que se observan en las
mitocondrias. El examen histologico de biopsias hepaticas de pacientes alcoholicos,
revela la presencia de mitocondrias gigantes con alteraciones morfoldgicas en las
crestas, claramente distinguibles de los cuerpos de Mallory, denominadas
megamitocondrias (Bruguera M et al. 1977). Cambios estructurales similares se
observan en modelos de experimentacion animal tras una ingesta cronica de etanol
(Porta EA et al 1965). Una de las consecuencias mas dramadticas de la ingesta
continuada de alcohol en la mitocondria, es la disfuncion de la fosforilacion oxidativa
y consecuente produccion de ATP (Thayer WS et al. 1979). Los diferentes
componentes de la cadena respiratoria mitocondrial afectados por el consumo de
alcohol son codificados por el ADN mitocondrial, mientras que aquellos cuya
expresion es génica nuclear no presentan ninguna alteracion. Estos resultados sugieren
que el consumo crénico de etanol puede interferir en la expresion génica mitocondrial
(Coleman WB, 1990). Sin embargo, ni el ADN, ni los niveles totales de ARN, ni la
actividad de la ARN polimerasa se encuentran alterados en la mitocondria alcohdlica,
indicando que el defecto causado por el etanol se produce en la etapa de
procesamiento del mARN. Una posible explicacion seria el hecho de que el numero
de ribosomas se encuentra disminuido en un 50-60%, resultado de una menor sintesis
en el reticulo endoplasmético o de una disminucion en el transporte hacia la matriz
mitocondrial (Kobayashi M 1981). Esta disfuncién de la fosforilacion oxidativa, junto
al aumento en los equivalentes reductores (NADH) debidos al metabolismo del etanol,
desencadena la generacion de radicales libres desde la mitocondria. Por lo tanto, la
disminucion del mGSH y de la actividad de la enzima GSH peroxidasa (Baliey SM et
al 2001) durante la progresion de la enfermedad hepatica alcohdlica, es uno de los
factores sensibilizadores mas importantes en el desarrollo de la enfermedad, al
comprometer la funcionalidad mitocondrial (Garcia-Ruiz C et al. 1994, Takeshi H et
al. 1992, Tsukamoto H et al. 2001).

El alcohol es capaz también de modificar la composicion lipidica de las membranas

mitocondriales (Taraschi TF et al. 1985). Diferentes estudios muestran cambios en la
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distribucion de acidos grasos en los fosfolipidos, los niveles de cardiolipina (Ellingson
JS et al. 1988) y un aumento de colesterol (Cunningham CC et al 1983). Los
principales pardmetros que inciden sobre el grado de empaquetamiento de la
membrana son: la relacion colesterol/fosfolipidos, el grado de insaturacion y longitud
de las cadenas de los acidos grasos, la composicion de fosfolipidos y el cociente
lipidos/proteinas. Estos cambios en la fluidez de membrana tienen importantes
repercusiones sobre la funcionalidad de las proteinas asociadas a la membrana

mitocondrial ;

e Los fosfolipidos, se encuentran intimamente asociados a los complejos enzimaticos
de la cadena respiratoria de forma que cambios en su proporcion o en la composicion
de sus dacidos grasos, afectan directamente el funcionamiento mitocondrial. En
concreto, se ha descrito que el alcohol provoca una disminucion en las actividades de
elongacion y reacilacion de los acidos grasos, disminuyendo los niveles de acido
palmitico (C16:0) y araquidonico (C20:4) y aumentando los niveles de 4cido oleico
(C18:1), linoleico (C18:2) e eicosatrienoico (C20:3) tanto en la fosfatidilcolina como
en la fosfatidiletanolamina provocando una disminucion en la actividad del enzima

citocromo oxidasa (Cunningham CC et al.1983).

e La actividad del transportador mitocondrial de GSH se ve modulada por cambios en
la fluidez de membrana. En el modelo experimental en rata de intoxicacion cronica
con etanol, se ha observado una disminucién en el transporte de mGSH debido a un

aumento en la rigidez de la membrana mitocondrial (Colell A et al. 1997).

e Se ha observado que las mitocondrias hepaticas de animales tratados cronicamente
con alcohol son mas propensas a la accion de agentes que inducen el MPT (Pastorino

JG et al. 1999).

5.3. Citoquinas y alcohol
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Las citoquinas son polipéptidos de bajo peso molecular (<30kDa) sintetizadas y
secretadas principalmente por células no parenquimales como monocitos, macrofagos
y células de Kupffer. Se unen a sus correspondientes receptores celulares, activando
diferentes cascadas de sefializacion intracelular que pueden procovar, en funcidon de su
concentracion y el tipo celular sobre el que actiien, desde la proliferacion, migracion y
adhesion, hasta la muerte celular por apoptosis (McClain C et al. 1999).

Citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 1, 6 (IL-1, IL-6) y el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), antiinflamatorias como la IL-10, el interferén y (IFN-y),
quimioquinas como la IL-8, y finalmente, la citoquina fibrogénica, el factor
transformante de crecimiento 3 (TGF-B), se ha demostrado que tienen un papel critico
en el desarrollo de la enfermedad hepatica alcoholica (Song Z et al. 2004).

El consumo crénico de etanol incrementa la permeabilidad del intestino, permitiendo
que ciertas toxinas bacterianas (lipopolisacaridos, LPS) atraviesen la pared intestinal y
a través del torrente sanguineo alcancen el higado, donde estimulan la secrecion de
citoquinas inflamatorias (p.ej. TNF-a) a través de la activacion de las células de
Kupffer. Los altos niveles plasmaticos de TNF-a en pacientes alcoholicos ha sido
descrito por diferentes grupos, y recientemente se ha observado una correlacion entre
los valores de TNF-a, el grado de severidad de la enfermedad y su mortalidad
(McClain C et al.1999). De hecho, la administracion de anticuerpos anti-TNF-
o atentia el dafio hepatico inducido por el alcohol (Iimuro Y et al. 1997) y su
importancia se pone de relevancia en ratones deficientes en el receptor I de TNF-
o, que no desarrollan el dafo hepatico producido por el alcohol (Yin M et al. 1999).
La union del TNF-a a su receptor activa una cascada sefializacion que aumenta los
niveles del gangliésido GD3, induciendo la generacion enddgena de radicales libres
por parte de la mitocondria (Garcia-Ruiz C et al. 2000, 2002). La accién y
repercusiones del gangliésido GD3 sobre la mitocondria estan reguladas por el nivel
de mGSH, cuya disminucion incrementa la susceptibilidad del hepatocito a la accion
citotoxica del TNF-a (Colell A et al. 1998, Pastorino JG et al. 1999, Garcia-Ruiz C et
al. 2003).
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MATERIAL Y METODOS

1 CULTIVOS CELULARES

1.1. Aislamiento de hepatocitos.

Esta técnica esti basada en la eliminacion del Ca®" por perfusion de un agente
quelante y posterior perfusion con colagenasa. Se obtiene un alto rendimiento en
los hepatocitos aislados, con una viabilidad de un 90-95 % y sin contaminacion

de células no parenquimales.

Soluciones y tampones

Todas las soluciones se gasean con 95 % O, y 5 % CO, y se mantienen a 37 °C.
Solucién A (Solucion de Hanks modificada):

8.0 g NaCl

0.4 g KCl1

0.2 g MgS0O,4.7H,0

0.06 g NaHPO,.2H,0O

0.06 g KH,PO,

2.19 g NaHCO;

pH: 7.4, volumen final: 1litro.

Solucién B:

Solucion A conun 0.12 % de colagenasa IV y 4 mM CaCl,
Solucion C ( Solucién Krebs-Henseleit):

6.9 g NaCl

0.36 g KCI

0.13 g KH,PO,

0.295 g MgS04. 7 H20

0.374 g CaCl,.H20

2 g NaHCO;

pH 7.4, volumen final: 1 litro

Procedimiento quirargico
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Las ratas Sprague-Dawley (180-250g) se anestesian con pentobarbital sodico al
5% ( 0.1 ml por cada 100 g de peso corporal) y la cavidad peritoneal se abre con
una incision en la mitad del vientre. Se inyecta heparina (500 U en 0.1 ml) en la
vena cava. Se coloca una ligadura (sin atar) alrededor de la vena cava superior
muy cerca del higado y se inserta la canula o catéter en la porta. Se asegura la
canula con la ligadura.

La perfusion se inicio con flujo de 10-15 ml/min in situ con la solucion A al
mismo tiempo que se corta la vena cava inferior. Para evitar la introduccion de
burbujas en el higado se deja gotear la canula antes de introducirla en el higado.
Tras aproximadamente 2 minutos de perfusion con la solucidon de lavado A, se
liga la vena cava inferior, se corta la cava superior y se procede a separar el
higado de la cavidad abdominal; una vez liberado, se sumerge el higado en
solucidn de digestion B y se perfunde con ésta.

Se recircula la solucion B durante aproximadamente 6 minutos o hasta que el
higado aparece hinchado y palido. Entonces se pasa a la solucion C donde con
una varilla, se masajea suavemente el higado (desde el centro hacia los extremos)
hasta conseguir una completa liberacion de los hepatocitos.

Las células se filtran a través de una gasa de algodon y se dejan precipitar
durante 2-3 minutos a temperatura ambiente. Para seleccionar las células viables,
se lavan con soluciéon C (Krebs) y se centrifugan a 700 g durante 20 segundos.

La viabilidad y el contaje celular se determina por exclusion al Tripan Blue al 0.2

% en tampon fosfato (PBS) en una camara de Neubauer.

1.2. Cultivo primario de hepatocitos de rata.

Los hepatocitos se siembran en placas que contienen una base de colageno
(extraido a partir de cola de rata). El medio utilizado es DMEM/F12 (1:1)
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado, 100 U/ml penicilina, y
1004g/ml de estreptomicina.

Tras cuatro horas en cultivo se lavan las células con medio sin suero fetal para
eliminar las células no viables. Se afiade medio nuevo y se procede a los

tratamientos adecuados.
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1.3. Cultivo celular HepG2.

Todos los estudios se han realizado con la linea de hepatoblastoma humano,
HepG2. Son células que conservan la mayoria de las funciones especificas de los
hepatocitos humanos (Javitt NB 1990) y al carecer de la actividad del enzima
alcohol deshidrogenasa, se han utilizado como modelo para evaluar los efectos
del etanol per se (Chen J et al. 2001).

La células se obtuvieron del European Collection of Animal Cultures (Salisbury,
Wilts, UK) y se mantuvieron en el incubador a 37 °C con el 5% de CO2 en medio
Dubelcco’s modified Eagle’s medium (DMEM) que contiene una alta
concentracion de glucosa. Ademads el medio es suplementado con un 10% de
suero bovino fetal inactivo (FBS) , 2mM de L-glutamina, penicilina (100

unidades/ml), y estreptomicina (100 pg/ml).

2.TRATAMIENTOS CELULARES

2.1. Acetaldehido

Se prepard una solucién madre de 174 mM de acetaldehido en PBS. Se anadi6 a
una concentracion tedrica de 125 uM de acetaldehido a un medio al 2% FBS
(que se renueva cada 24 horas) en los flascones de tapdn sin filtro, que se
cerraban y se sellaban con parafilm para evitar la evaporacion del acetaldehido.
Por cromatografia de gases se estimdé que un 20% del acetaldehido se evapora
durante la manipulacion de las soluciones, por tanto la concentracion real en los

flascones era de 100 uM.

2.2. Hipoxia

Las células se mantuvieron en un incubador de la casa comercial Forma
Scientific, con el cual se pueden regular los niveles de O, (2%-21%) y
manteniendo un 5%CO, y 37°C. Las células HepG2 se mantuvieron al 5% O,
hasta 72 horas en condiciones de hipoxia, mientras que sus correspondientes
controles se mantenian en normoxia al 21% O,. Se realizaron experimentos
controles para verificar que la apertura puntual de los flascones durante la

hipoxia no estimulaba la generacién de ROS o la deplecion de GSH.
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2.3. Disminucion selectiva del glutation reducido (GSH).

Los hepatocitos de rata se incubaron con el compuesto 3-hidroxil-4-pentanoato
(HP) a una concentracion de 1mM durante 5 minutos a 37°C (Shan X et al.
1993).

Pasado este tiempo, se lavan las células para retirar el exceso de HP. De esta
manera se consigue disminuir de forma selectiva el nivel de glutation reducido
mitocondrial sin practicamente afectar al GSH citosolico. Paraddjicamente, este
compuesto no se mostrd tan efectivo para las células HepG2. Por eso, para
disminuir los niveles de GSH en las células HepG2 durante la hipoxia,
preincubamos durante 15 minutos con 0.8 mM dietilmaleato (DEM), agente
quelante de GSH y posteriormente durante 8 horas con 1mM butilsulfoxido
(BSO), para inhibir la sintesis de novo de GSH. Lo que resultd en una
disminucion del GSH total, mas acentuada en el poo/ mitocondrial que en el

citosolico.

3. DETERMINACION DE PARAMETROS MITOCONDRIALES

3.1. Aislamiento de mitocondrias por centrifugacion diferencial.

3.1.1. HepG2 (Cui L et al. 1995)

Tras tripsinizar tres flascones de 150 cn” (80% confluencia), se lavan las células
con PBS y se incuban 10 minutos con 2 ml del tampon hipoténico (10mM NacCl,
1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris, pH 7.5). Para lisar las células se utiliz6 un
homogeneizador manual de teflon de 2 ml, 10 veces. Rapidamente se diluy6 1:5
con el tampon de transporte (descrito en el apartado 3.8.), para evitar la lisis
osmotica de las mitocondrias Posteriormente se centrifugo a 1500g , 5 minutos a
4°C y el precipitado se volvio a homogeneizar (tras 3 veces, el 95% de las células
estan lisadas) . El sobrenadante total se centrifuga a 10.000 g, 20 minutos a 4°C
para precipitar las mitocondrias. A partir de alrededor 120x10° células HepG?2 se
obtiene 1 mg de proteina mitocondrial. Para contrastar los diferentes parametros
mitocondriales, se realizd puntualmente el aislamiento mitocondrial por

gradiente. La suspension mitocondrial (Img/ml) se carga en un gradiente
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discontinuo de Percoll (15%-23%-40%). Tras centrifugar a 30.700g durante 35

minutos, se recupera la banda inferior correspondiente a las mitocondrias.

3.1.2. Higado de rata

Las mitocondrias se obtienen a partir homogenado de higado de rata que se
perfunde previamente con solucion salina para eliminar la sangre.

Tampon de homogeneizacion

19.13 mg Manitol

10.26 mg Sacarosa
372.8 mg KCl
135 g succinato
192 mg DTT
19.02 mg EGTA
1.09 mg HEPES.
pH: 7.4
- Se homogenizan 2x5 g de higado en el homogeneizador de teflon con 45 ml del
tampon anterior, 4 veces a 1200 rpm.
- centrifugacion a 700 g 10 minutos a 4 °C
- se recupera el sobrenadante y se centrifuga a 10.000 g, 15 minutos a 4°C
- resuspender el precipitado en 22 ml de tampon de homogeneizacion
- centrifugacion a 10.000 g 15 minutos a 4°C
- resuspender el precipitado en 11 ml de tampdn de homogeneizacioén
- centrifugacion a 10.000 g 15 minutos a 4°C
- se resuspende el precipitado en 2 ml de tampon de homogeneizacion.
La pureza de la suspension mitocondrial procedente de HepG2 o de higado de
rata, se verificO por microscopia electrénica y por ensayos enzimaticos para
descartar la presencia de otros organulos. Mientras que la integridad de la

mitocondria fue evaluada por la funcionalidad de la cadena respiratoria.

3.2. Mitoplastos
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A 20mg/ml de proteina mitocondrial resuspendida en un tampon con 220mM
Manitol, 70 mM sacarosa, 2mM Hepes y 0.05% albumina (BSA) a pH 7.4, se le
aflade un volumen del mismo tampon con 1.2 mg/ml de digitonina y sin la
presencia de BSA. Tras 15 minutos de incubacion a 25°C, la muestra se diluye
tres veces, se homogeniza manualmente y posteriormente se centrifuga 10
minutos a 9.500g. El sobrenandante resultante se centrifuga a 144.000g durante
una hora para obtener la membrana mitocondrial externa. La eficiencia del
procedimiento se verificd por la actividad del enzima amino oxidasa en el
precipitado obtenido a baja velocidad de centrifugacion (mitoplastos) frente al de
alta velocidad (membrana mitocondrial externa). La actividad amino oxidasa se
determind al incubar 1mg de proteina de cada fraccion en 10 mM PBS, 2%
Lubrol , pH 7.6 en un volumen final de 2 ml a 37°C. Tras 5 minutos de
incubacion la reaccion se empieza al afiadir 3.3 mM de benzilamina y su

oxidacidn se monitorizd a 250 nm en el espectrofotdmetro.

3.3. Valoracion de la permeabilidad mitocondrial transitoria

Como consecuencia de la apertura del poro mitocondrial se produce un
hinchamiento mitocondrial que se traduce en una disminucion en la densidad
optica de las mitocondrias.

Tampon de incubacion

200 mM sacarosa

10 mM Tris-MOPS

5 mM de succinato

1 mM de fosfato de potasio

2 uM de rotenona

1 pg/ml oligomicina

10 mm de EGTA

pH: 7.4

Las mitocondrias de higado de rata (I mg/ml) se incuban con el tampon de
incubacion a 25°C 'y se determina la absorbancia a 540 nm

espectrofotométricamente.
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3.4 Composicion lipidica de la membrana mitocondrial.

3.4.1. Extraccion de lipidos

Se partio de 1 mg de proteina mitocondrial para realizar la extraccion lipidica. A
un Iml de mitocondrias se le afiaden 19 ml de cloroformo/metanol (2:1) y se
mantiene en agitacion durante 30 minutos, todo ello trabajando con tubos de
vidrio. Centrifugacion a 1500 g, 5 minutos a 4°C. Se descarta el precipitado y se
recupera el extracto lipidico (~20ml) y se le afiade 4 ml de NaCl al 0.58%. Se
mezcla bien y tas centrifugar (1500g, 5min, 4°C) se recupera la fase inferior
(organica) y se le vuelve a afiadir cloruro de sodio y se repite el proceso hasta 3
tres veces para optimizar la extraccion de la fase orgénica. Finalmemte se

adiciona Na,SQO,, y se seca con N, (Folch J et al. 1957).

3.4.2. Separacion e identificacion de los fosfolipidos

La separacion se realizd por cromatografia de capa fina. Para ello, se utilizaron
placas de silicagel previamente activadas (100°C, 1h) y mantenidas un minimo
de cuatro horas en una cédmara para saturar la atmosfera con la fase movil
cloroformo/metanol/acetona/acidoacético/agua (6:2:8:2:1). Se pinchan 100ul de
las muestras resuspendidas en cloroformo con los correspondientes estandares
para identificar los diferentes fosfolipidos (Pernes JF 1980) con un tiempo de
resolucion de dos horas . La tincidn con yodo permitié visualizar las diferentes
bandas correspondientes a la fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (PI),
fosfatidiletanolamina (PE) y la cardiolipina (Card) que fueron cuantificadas por

densitometria.

3.4.3. Composicion de acidos grasos en los fosfolipidos

Los diferentes fosfolipidos fueron recuperados de la placa y resuspendidos de
nuevo en 5 ml de cloroformo. Posteriormente, se centrifugaron a 1000g, Smin,
4°C. Se recuper?6 el sobrenadante que se secod con N,. Para la metilacion de los
acidos grasos, se sigui6 el método de Metcalfe LD et al. 1961. El residuo seco se
resuspendio en 2 ml de la solucion de trifloro boron en etanol (BF;) y se

mantuvo durante 30 minutos a 100°C. Tras dejar enfriar, se afiade 2 ml de agua 'y
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2ml de hexano. Se recupera la fase organica , a la que se le afiade 2ml de Na,SO,
y se seca al N,. Tras la esterificacion de los acidos grasos, se separaron y
cuantificaron por cromatografia de gases. Los estandares también fueron
esterificados. Para la identificacion de los diferentes acidos grasos, utilizamos el

cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N con una columna Supelco™

(100mm x0.25 mm ID).

3.4.4 Extraccion y determinacion de colesterol

Alrededor de 0.25 mg de proteina mitocondrial en 500 ul de PBS se saponifico
con 0.3ml de una solucion al 33% KOH y con 3ml de etanol al 95%. Tras agitar
vigorosamente se mantuvo a 60°C durante 15 minutos. Se dejo enfriar y se
afiadio 10ml de hexano y tas un minuto de agitacion se adiciond 3ml de agua. Se
recupera la fase orgéanica y se seca con N,. La determinacion se llevé a cabo por
el método de Rudel LL et al. 1973, donde se incuban 2 ml de la solucion de
oftalaldehido (0.5 mg/ml en &cido acético) con el residuo seco durante 10
minuto y posteriormente se afiade 1 ml de acido sulftrico. El cambio de color se
monitoriza con la medida en el espectrofotometro a una longitud de onda de 550
nm. También en algunos casos se midieron los niveles de colesterol con un
HPLC modelo Gilson 322 y utilizando una columna de Waters Bondapak C18
(30cn x 4mm) siendo la fase movil 2-propanol/acetonitrilo (1:1 v/v) a un caudal
de Iml/min. Los valores de colesterol obtenidos por ambos métodos fueron

similares.

3.5. Enriquecimiento en colesterol

El complejo colesterol-albimina se prepard disolviendo 50 mg de colesterol en
50 ml de etanol, a la que se le anadié 5 ml de agua desionizada provocando que
la solucion tome un aspecto lechoso, debido a la formacion de cristales de
colesterol. En este punto se afiadieron 2g de BSA, se ajusto el pH a 7.3 y se
centrifugo durante 10 minutos a 12.000g y 4°C. De 10 a 50 ul de colesterol-BSA
se incub6 con un 1mg de proteina mitocondrial durante un minuto a 4°C . Pasado

este tiempo, se diluyd 20 veces la solucién mitocondrial con el tampén 0.25M
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sacarosa, ImM EDTA pH 7.3, y se precipitaron las mitocondrias que fueron
lavadas tres veces para eliminar el exceso de colesterol no incorporado en la
membrana mitocondrial. Se llevaron en paralelo controles donde sélo se
incubaba con BSA. Con este procedimiento obtuvimos un aumento de un 25% a

un 135% en los niveles de colesterol en la membrana mitocondrial.

3.6. Determinacion de la fluidez de membrana

La fluidez de la membrana mitocondrial se midi6 por anisotropia de
fluorescencia con las sondas 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), el derivado del
acido estearico (9-AS) y trimetilamonio 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-
DPH). La sonda DPH se incorpora cerca de la region polar de la bicapa, el TMA-
DPH se une a la superficie de la membrana, mientras que el 9-AS penetra a
mayor profundidad en la membrana, por tanto, el uso de estas sondas permite
monitorizar la fluidez a lo largo de la bicapa lipidica.

La sonda DPH 20mM en tetrahidrofurano fue diluida 100 veces en el tampdon
10mM Tris-HCI, 150mM KCI, ImM EDTA pH 7.4 y se mantuvo en agitacion en
la oscuridad hasta que se obtuvo una solucién homogénea (1 hora). Un volumen
de esta mezcla se adicion6 a 3 volumenes de la suspension mitocondrial (0.5
mg/ml) y se incubo en ausencia de luz durante 1 hora a 37°C. Mientras que las
sondas TMA-DPH y 9-AS, se incubaron a una concentracion final de 3uM con
0.5 mg/ml de proteina mitocondrial durante 30 minutos a 37°C. La polarizacién
de la fluorescencia se midid en un espectrofluorimetro de la casa Hitachi con
una longitud de onda de excitacion de 366 nm y de emision de 425 nm para el
DPH y TMA-DPH, mientras que para la sonda 9-AS fue de 366 nm la excitacion
y 440 la emision. Los resultados estan expresados como unidades de anisotropia
r =(Io/lgo)/(I+2I99). Donde Igy y Iy son los valores de la intensidad de la luz
cuando las lentes polarizadoras estan orientadas en perpendicular o paralelo. Las
correcciones debidas a la fluorescencia intrinseca de la muestra se realizaron en
todos los experimentos al tener como controles la muestra sin sonda y el tampon

con la sonda sin la suspension mitocondrial.
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3.7. Fluidificacion de la membrana mitocondrial

El agente A,C es un derivado del acido graso caprilico que se intercala en la
bicapa lipidica provocando su fluidificacion (Kosower ER et al. 1977)

La correspondiente suspension mitocondrial de 2mg/ml de concentracion final,
se incubd con el tampdén 10 mM Tris-HCL, 150 mM KCI, 1mM EDTA, pH 7.4
con el agente A,C (125 nmol/mg proteina) durante 30 minutos a 37°C. Pasado
este tiempo, se recuperaron las mitocondrias por centrifugacién (10.000g, 10

minutos, 4°C) y se lavaron dos veces para eliminar el exceso de A,C.

3.8. Transporte de GSH mitocondrial y ADP/ATP

El tampon que se utilizd para el transporte mitocondrial de glutation fue: SmM
Hepes, 220 mM manitol, 70 mM sacarosa, 0.1mM EDTA, 0.1% BSA (sin acidos
grasos), SmM succinato, 1mM fosfato de potasio, pH 7.2, con diferentes
concentraciones de GSH (0-30 mM) y con 1pCi de *H-GSH en un volumen final
de 250ul. El transporte se inicia al afiadir las mitocondrias (0.5 mg/ml) y tras 30
segundos se para al adicionar 1 ml del tampon de transporte frio , seguido de una
filtracion en vacio para separar el medio de las mitocondrias. Las mitocondrias
retenidas en los filtros (Millipore, 0.45um) se lavaron dos veces con 2.5 ml de
tampdn de transporte, para eliminar la union inespecifica de GSH al filtro. Los
filtros se dejaron secar y se pusieron en 10 ml de liquido de centelleo, listo para
evaluar la cantidad de GSH marcado transportado al interior de la mitocondria.
Los blancos se realizaron al afiadir primero 1 ml de tampon de transporte frio a
las mitocondrias y posteriormente afiadir el GSH marcado, de esta manera,
determinabamos la union inespecifica a la mitocondria y a los filtros. Para
estudiar la dependencia del transportador de mGSH con el ATP, se repitieron los
mismos experimentos pero con la presencia de 3mM ATP. Para el transporte '*C-
ADP hacia el interior de la mitocondria de células tratadas con acetaldehido y
controles se utilizaron diferentes concentraciones de ADP (2.5-20uM). El
tampon de transporte constaba de 120mM KCIl, 20 mM Tris-HCL, 1.1mM
MgCl,, 25 mM sacarosa y pH 7.4. El ensayo se inici6 con la adicion de 66yl de

la suspension mitocondrial (30mg/ml) en un volumen final de 766l y se termina
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al afadir 60 nmol de actractilosido , un exceso de tampon de transporte frio y

finalmente ser filtrado (como descrito anteriormente).

4. VALORACION DE PROTEINAS. GLUTATION Y ROS.

4.1. Cuantificacion de proteinas.
Para la valoracion de proteinas de las muestras se ha utilizado el método
colorimétrico de Bradford . El reactivo de Bradford reacciona con los residuos
aromaticos de las proteinas, formando un complejo que se puede cuantificar en el
espectrofotdometro. Se determina la absorbancia a 595 nm de diferentes muestras
y se calcula la concentracion respecto a un estandar de concentracion conocida.
BSA 1 mg/ml.
Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, 500-0006): diluir el comercial a 1:4 y filtrar con
papel de filtro.

1. estandares: 500 ml BSA 1 mg/ml+ 500 ml H,O = 0.5 ug/ul

160 ml 500 + 40 ml H,O = 0.4 pg/ud
120 ml 500 + 80 ml H,O = 0.3 ug/ul
80ml 500 + 120 ml H,O = 0.2 ug/ul
80ml 500+ 320 ml H,O = 0.1 ug/ud
0 ml 500 + 500 ml H,O= 0 ug/ul
a 50 pl de estandar, afiadir 2.5 ml Bio-Rad. Hacer un blanco con 50 pl H,O
poner de 5 a 25 ul de cada muestra y anadir 2.5 ml de Bio-Rad

incubar a temperatura ambiente de 20-60°

leer a 595 nm, leyendo previamente el blanco

A i

obtenemos la recta estandar y de ella extrapolamos la concentracion de las

muestras.
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4.2. Determinacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)
Este método permite la deteccion de especies reactivas del oxigeno mediante la
sonda 2°,7’-diclorofluoresceina diacetato (H,DCFDA). Esta se convierte en un
producto fluorescente debido a la oxidacion por perdxidos.
Fluorimetro (HITACHI, F-4500)
2’,7’-diclorofluoresceina diacetato: 1 mg /ml
Procedimiento:
1. afiadir a una cubeta 2.5 mlde PBS 1X
250 pl (2 X10° células /ml)
2.5 ul DCFDA 1 mg /ml

incubar a 37 °C durante 30’

o bien la sonda se puede incubar directamente en el medio de cultivo 30’ antes de

procesar las células.

2. condiciones de lectura Excitacion: 503 nm

Emision: 529 nm

4.3. Determinacion de GSH .

Se realiz6 por el método espectrofotométrico de Tietze F et al. 1969. Se basa en
la reduccion del acido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB) por el grupo tiol
del GSH, dando lugar a un compuesto de color amarillo. A 0.1 ml de muestra, se
le afiaden 0.1 ml del enzima glutation reductasa y 2.3 ml de la solucion que
contiene 0.9mM EDTA, 0.1mM DTNB, 0.15mM NADPH y 50mM Na;PO, . La
lectura en el espectrofotometro se realiza a 37°C y a una longitud de onda 412
nm. Al comparar con los valores de absorbancia de las soluciones estandar de

GSH (0-60uM), obtenemos la concentracion de GSH en las diferentes muestras.

5. VALORACION DE LA MUERTE CELULAR

5.1.Viabilidad celular por LDH
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La muerte celular se determind midiendo la liberacion del enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo celular. Este enzima se encuentra
retenido en el citoplasma celular, pero durante la muerte celular, la
permeabilizacion de la membrana plasmatica permite la liberacion de productos
citosolicos.
La determinacion de la actividad LDH esta basado en la reduccion de piruvato a
lactato:

LDH
Piruvato + NADH + H' » L-Lactato + NAD"

Durante la reduccion del piruvato, una cantidad equimolar de NADH es oxidado
a NAD. La oxidacion de NADH resulta en un descenso de la absorbancia a 340
nm, que es directamente proporcional a la actividad lactato deshidrogenasa en la
muestra.

Soluciones y tampones:

Soluciéon A: NADH 0.19 mM en tampon fosfato 54 mM pH 7.5

Solucion B: Piruvato 16.2 mM en H,O desionizada.

Procedimiento:

- Se siembran las células a una densidad de un 80 % en medio completo en
placas de petri de 60 cm. de didmetro, se esperan varias horas antes de aplicar los
tratamientos.

- Se recoge el medio en el que han crecido las células y se guarda
inmediatamente en hielo, para evitar la degradacion del enzima.

- Por otro lado, se tripsinizan las células y se lisan con 5 % del detergente Triton
X-100, se centrifuga 5 min. a 14000 g para eliminar membranas y restos
celulares y se resuspenden con PBS.

- Se procede a medir la actividad LDH del medio y de las células:

se incuban las muestras con la solucion A durante 1 min. a 25 ° C, se anade la
soluciéon B a la mezcla 30 sec. y se lee la absorbancia a 340 nm.

Para calcular la muerte celular por LDH :

52



Material y Métodos

Muerte celular(%) = Abs medio/(Abs medio+ Abs celular) x 100

5.2.Viabilidad celular por MTT

Este método se basa en la capacidad de las de deshidrogenasas mitocondriales
de las células viables de hidrolizar el compuesto bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5 difenil tetrazolium dando lugar a los cristales de formazan de color
purpura que son insolubles en agua. Estos cristales se redisuelven con el
compuesto organico isopropanol. Un minimo de 1x10” células HepG2 o 2.5x10*
hepatocitos de rata en de 0.2 a 1ml de medio por pocillo, se incuban con 100ul de
MTT (5mg/ml) durante 4 horas. Se retira el medio y se adiciona 1 ml de 1-
propanol. Se mantiene en agitacion a 37°C hasta que en los pocillos se observa
un color parpura homogéneo y todas las células has sido lisadas (alrededor de
una hora). Y se lee al espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm, a la
que se le resta la lectura a 630nm debida a la absorbancia inespecifica. Como
blanco se utiliza una muestra procesada igual pero sin la adiciéon de MTT. Por

tanto la viabilidad celular se calcula:

Viabilidad celular(%) =Abs muestra (570-630nm)*100/Abs control(570-630nm)

5.3. Determinacion del tipo de muerte por citometria de flujo

Se utiliz6 el kit anexina V-FITC para la deteccidon de la muerte por apoptosis de
la casa comercial Oncogen. Este sistema aprovecha la redistribucion en la
membrana celular del fosfolipido fosfatidilserina (PS), que pasa de estar
orientado hacia el citosol a el exterior celular, en las etapas iniciales de la muerte
apoptotica. La deteccion in vitro de la externalizacion de la PS se realiza a través
de su interaccion con la anexina V, que a su vez, esta marcada con la molécula
fluorescente fluoresceina isotiocianato (FITC). El yoduro de propidio (PI), marca
el nucleo al interaccionar con el ADN y Unicamente en células permeabilidazas

como ocurre durante la necrosis o en las etapas finales de la apoptosis.
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Por tanto, las células marcadas con anexina V seran la poblacion en etapas
tempranas de la apoptosis, mientras que el doble marcaje de anexina V'y PI
indicaran la poblacion necrdtica o apoptotica en fase final.

Un total de 0.5x10° células HepG2 se resuspenden en 0.5 ml del tampén de unidn
(10mM Hepes, 150mM NaCl, 2.5mM CaCl,, ImM CaCl,, ImM MgCl,, 4%
albumina, pH 7.4) y se incuba en la oscuridad durante 15 minutos a 20°C con
1.25ul anexina V-FITC (200ug/ml). Se centrifuga a 1000g durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se resuspende de nuevo en 0.5 ml de tampoén de unidon
al que se le afiaden 10pul PI (30pg/ml). Se incuba en hielo protegido de la luz
durante 5 minutos, e inmediatamente se lleva a leer al citometro de flujo
FACScalibur (Becton Dickinson), con una luz de onda de excitacion de 488nm
donde FITC se detecta por FL1 a 518nm y el PI por FL2 a 620nm.

También se utilizd, para determinar si el tipo de muerte producido por los
tratamientos tenia un fenotipo apoptdtico, el compuesto Hoechst 33258
(Molecular Probes). Se trata de un colorante que se une al ADN en secuencias
ricas en AT, penetra en las células sin necesidad de detergente y emite luz

fluorescente azul cuando es excitado con luz ultravioleta.

6. ENSAYO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA (EMSA)

La utilizacién de este método permite valorar la actividad de ciertos factores de
transcripcion, como NF-kB mediante su union especifica al ADN . Para ello es
necesario la obtencion de extractos nucleares de las células y la incubacion de
las proteinas nucleares a una sonda de oligonucledtido especifico (region

consensus) marcado radiactivamente para el factor de transcripcion en cuestion.

6.1. Obtencion de extractos nucleares.
Los extractos nucleares se obtuvieron al lisar las células con una solucion que
contiene:
Tampon A: 10 mM HEPES  2.38¢g pH 7.9
10 mM KCI 074 g
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0.1 mM EDTA 37 mg
0.1 mM EGTA 38 mg

H,O 1000 ml
Tampon C: 20 mM HEPES  4.77 ¢ pH 7.9
0.4 mM NaCl 234 ¢

I mMEDTA 372 mg
I mMEGTA 380 mg
H,O 1000 ml

ditiotreitol (DTT) 1 M: 15.4 mg/ 100 ul H,O preparar al momento
fenometil sulfonil fluoride (PMSF) 50mM: 17.4 mg / ml isopropanol

Nonidet NP-40 10% en tampdén A

Tampon A/ ImM DTT /0.5 mM PMSF: 10 ul stock DTT

50 ul stock PMSF
10 ml tampon A

Tampon C/ ImM DTT / 1 mM PMSF: 10 ul stock DTT

100 pl stock PMSF
10 ml tampén C

- 2x10° células se resuspenden en 400 ul de tampén A y se mantienen en hielo
las células 15 min.

- se afiade 25 pl 10% Nonidet NP-40. Se agita vigorosamente durante 30 sec.

- centrifugacion de 13000 g 30°’, el pelet resultante se resuspende en 60 pl de
tampon C y se agita fuertemente durante 15” a 4 °C

- centrifugar 5* a 13000g a 4 °C

-se recupera el sobrenadante que contiene las proteinas nucleares

-se guarda lo més répido posible a -80 °C. Utilizar una alicuota de 50 ul para
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medir las proteinas nucleares.

6.2. Marcaje de la sonda.

La sonda de NF-kB utilizada fue 5> AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG-3’
La sonda se marca en 5° con la enzima T4 quinasay y--P-ATP (3000 Ci/mmol).
El ATP en exceso se separa de la sonda marcada mediante precipitacion con

etanol.

6.3. EMSA.
La reaccion de union entre la sonda y los extractos nucleares se realiza en una
solucion que contiene:

1ug Poly dI-dC (Pharmacia, 27-7880-03)

Tampon de incubacion: 10 mM Tris pH 7.5
40 mM NacCl
1 mM EDTA
1 mM BME
4 % glicerol
Azul de bromofenol 0.1 % en H,O

1. En un eppendorf, se afiade: 10 ug de proteina
5 ul tampon de incubacion
1 pg Poly dI-dC
hasta 25 ul H,O
2. Se incuba 15’ a 4°C. Se afiade el oligonucleétido marcado con **P
3. seincuba 20’ aT. A. y se anade 2 pl azul de bromofenol a cada muestra.
Las proteinas se separaran en un gel de poliacrilamida al 6% y se visualiza
mediante autoradiografia.
La especificidad de la union se examina por competicion con la sonda no

marcada.
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6.4. Ensayo de superretraso (Supershift).

Este ensayo permite la identificacion de las subunidades del complejo Rel/ NF-
kB. Se incubaron los extractos nucleares con los anticuerpos (2ug) frente a las
proteinas de la familia Rel/ NF-xB (p50, p52, p65, c-Rel, Rel B) durante 30
minutos y a 4 °C. Esto permite que el anticuerpo desplace la banda especifica y
se pueda identificar.

De igual manera, para demostrar la especificidad de la banda que se obtiene en el
EMSA, se realizaron ensayos de competicion en los que los extractos nucleares
se incubaron con un exceso del oligonucledtido con la secuencia consensus para
NF-kB sin marcar, acto seguido se afiadid6 la sonda marcada y se realiza el

EMSA de acuerdo con lo descrito anteriormente

7. IMMUNOBLOTS E INMUNOPRECIPITACION

7.1. Obtencion de extractos citosolicos

Las células se permeabilizan con el detergente digitonina (40pg/ml) en 0.5 de
buffer compuesto por:

120 mM KCI

10mM NaCl

1 mM KH,PO,

20mM Hepes-Tris, pH 7.2

suplementado 20ug/ml leupeptina, 5 pg/ml pepstatina, 5 pg/ml aprotinina

7.2. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS PAGE).

La utilizacion de este método nos permite separar proteinas en base a su
movilidad electroforética. La presencia de un agente reductor como ditiotritol
(DTT) o 2-B-mercaptoetanol y el calentamiento de las muestras provocan la
desnaturalizacion de las proteinas. El SDS (dodecil sulfato de sodio), un
detergente anionico, envuelve a las proteinas confiriéndoles una carga negativa
proporcional a su tamafo. La longitud de la molécula, que es proporcional a la

masa, determina la separacion de las proteinas durante la electroforesis en los
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geles de poliacrilamida, las cuales migran en el gel a una velocidad inversamente
proporcional al logaritmo de su peso molecular. Dentro de un campo eléctrico,
las proteinas migran hacia el polo positivo a través de una matriz porosa

constituida basicamente de polimeros de acrilamida.

Soluciones y tampones

Solucion 1

0.75M Tris-HCI pH 8.8
0.2 % SDS

Solucioén 2

30% acrilamida

0.8% Bis-acrilamida

Solucién 3

0.25M Tris-HCL, pH 6.8

0.2 SDS

Tampon de electroforesis Tampon de muestras 4x
28.82 g Glicina 30 mM tampon fosfato, pH 7
6.6 g Tris 30% glicerol

2 gSDS 7.5 % SDS

Agua mQ hasta 2 1. 0.15 % 2-B-mercaptoetanol

0.5% azul de bromofenol

1.El gel resolutivo
El gel resolutivo se compone de :
solucion 1
solucion 2
H20
TEMED
Persulfato amonico (PSA) 13%
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Es el primero que se prepara, el TEMED y el PSA se afiaden en este orden y al

final ya que son los que inician la polimerizacion. La cantidad de cada uno de los

componentes dependera del tamafio de las proteinas que queramos analizar. Un

porcentaje bajo de acrilamida favorecera la separacion de proteinas de alto peso

molecular, mientras un porcentaje bajo favorecera la separacion de proteinas de

bajo peso molecular.

2. Gel empaquetador o Staking

Con los mismos componentes del gel resolutivo, se afiade encima y sirve para

empaquetar las proteinas. El porcentaje de acrilamida de este gel es siempre bajo

para permitir el paso de las proteinas de todos los tamafios.

3. Las proteinas se diluyen con el tampon de muestra (4x) en una proporcion 3:1
respectivamente y se hierven 2 minutos.

4. Se cargan la muestras y se conecta el aparato a la fuente de voltaje

inicialmente a 50 V en el gel empaquetador y a 125 V en el gel resolutivo.

7.3. Western-blot

Esta técnica consiste en la deteccion indirecta de proteinas sobre una membrana
de nitrocelulosa obtenido por transferencia de un gel de poliacrilamida y
utilizando anticuerpos contra las proteinas. El complejo antigeno-anticuerpo
formado puede ser detectado gracias a un segundo anticuerpo unido al enzima
peroxidasa que reacciona con su substrato produciendo una reaccion

quimioluminiscente.

Soluciones y tampones

Tampodn de transferencia Tampdén TBS

25 mM Tris-HCL pH 8.3 20 mM Tris-HCL pH 7.4
128 mM Glicina 150 mM NaCl

0.1 % SDS

20 % metanol
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Tampon TBST
Tampon TBS + 0.05 % de Tween 20

Solucién de bloqueo

8% en leche desnatada con TBST
Solucién de ECL

Reactivo de ECL ( Amersham, England)

Procedimiento:

Una vez las proteinas se han separado en el gel de poliacrilamida

- se transfieren a una membrana de nitrocelulosa (Hibond ECL, Amersham).

- se monta el sistema de transferencia (Bio-Rad) y se transfiere a 4 °C y 100 V
durante 1 hora.

- se bloquea de 1-3 horas con leche en polvo 0 BSA

- incubar el anticuerpo primario 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a
4°C

- Se hacen tres lavados de diez minutos con TBST

- Incubacion del anticuerpo secundario durante 45 minutos a temperatura
ambiente.

- Se hacen tres lavados de diez minutos con TBST

- Revelado con quimioluminiscencia con anticuerpos secundarios peroxidasa: se
incuba la membrana durante 1 minuto con el reactivo ECL y se pone en contacto
con un film de autoradiografia el tiempo necesario. Un vez expuesto, el film se

revela. Lista de anticuerpos utilizados para western-blot.:

Antigeno huesped dilucion fuente comercial
GADDI1353 raton 1:2000 Santa Cruz Biotechnology
SREBP-1 raton 1:2000 Pharmingen
Citocromo C raton 1:2000 Pharmingen
Smac/Diablo conejo 1:1000 Calbiochem

HIF-1a raton 1:500 Novus Biologicals
IkB-a raton 1:2000 Santa Cruz Biotechnology
Fosfotirosina raton 1:5000 Zymed
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7.4. Inmunoprecipitacion

20x10° células HepG2 fueron lisadas con el tampoén 0.5% Igepal CA-630, 50mM
Tris, 120mM NaCl, ImM PMSF, ImM Na3;VO,, 10mM NaF, ImM NaP, pH 7.8
e incubadas durante 30 minutos a 4°C. La inmunoprecipitacion se llevo a cabo
con 2ug del anticuerpo IkB-a y 40 ul de las bolas de proteina G-agarosa (Santa
Cruz Bothecnology) durante toda la noche a 4°C. El precipitado se lava tres
veces con tampon de lisis y se realiza el inmunoblot como se describe en el
apartado anterior. La membrana se bloque6d (5%BSA) durante 18 horas a
temperatura ambiente e incubada con el anticuerpo anti-fosfotirosina (1:5000,

Zymed) durante 45 minutos a temperatura ambiente.

8. DETERMINACION DEL ARN MENSAJERO DE c-IAP2 Y VEGF

8.1 Extraccion de ARN de células HepG2

El ARN total de las células HepG2 se extrajo mediante TRIzol Reagent (Life
Technologies Ltd) que es una modificacion del descrito por Chomczynski P et al.
1987.

6x10° células se lisaron con 1ml de TRIzol durante 5 minutos para permitir la
disociacion de los complejos nucleoprotéicos, tras lo que se le anadio 200ul de
cloroformo y se agitaron durante 15 segundos para garantizar una buena mezcla
de las diferentes soluciones. Después de dejarlos 3 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugaron a 12.000 g y a 4°C durante 15 minutos. Se recupero6 la
fase acuosa y se precipitd el ARN con 0.5 ml de isopropanol (idéntico volumen
que la fase acuosa) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se
centrifugaron los tubos a 12.000g a 4°C durante 10 minutos y se lavd el
precipitado obtenido con etanol 75%. Finalmente, se resuspendi6 el ARN en el
volumen correspondiente de H,O-DEPC.

La concentracion y pureza del ARN se determin6 midiendo la absorbancia a 260
nm y 280 nm en un espectrofotometro (DU 640 Spectrophotometer, Beckman,
USA). Una solucion de ARN que tenga DO,4=1 contiene aproximadamente 40

ng de ARN por ml. El cociente entre las absorbancias a 260 y 280 nm nos da una
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medida de la pureza del ARN, una pureza dptima corresponde a un cociente

D0260/D028():1 .7-2.0.

8.2. RT-PCR

Los niveles de ARNm para c-IAP2 y VEGF fueron analizados por RT-PCR. Para
ello, 5 pg de ARN total fue transcrito a su correspondiente cADN afiadiendo
0.5 png de random primers, ImM de cada nucleotido (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 20 U RNAsin, 10mM DTT, 10mM MgCl,, 50 mM KCl, 50 mM Tris-
HCI pH 8.3, 0.5 mM espermidina y 20 U de transcriptasa reversa AMV (Life
Techonology Ltd) en un volumen total de 20ul. Las muestras se incubaron
durante una hora a 42°C y 5 minutos a 90°C. Las reacciones de PCR se hicieron
con 1.5 ul de cada muestra en 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10mM Tris-HCI pH
9.0., 0.2 mM de cada nucleotido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y 0.6 mM de cada
primer especifico en un volumen total de 50ul. Las secuencias de los primers
para c-IAP2 (GI 1184315, nucleodtidos 571-590 y 1427-1446) y para VEGF (GI
19923239, nucledtidos 609-709 y 1430-1449). Mientras que la secuencia de los
primers del gen control B-Actina (GI 5016088, nucle6tidos 737-756 y 1132-
1151). Los genes se amplificaron en el termociclador con el siguiente programa :
94°C 1.5 minutos, 55°C 2 minutos, 72°C 1 minuto, repitiendo el proceso
durante 40 ciclos seguida de 72°C durante 10 minutos. Los productos de la PCR
y los marcadores se resolvieron mediante electroforesis en un gel de agarosa al

1% con bromuro de etidio (0.5ug/ml).
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RESULTADOS

Acetaldehyde impairs mitochondrial glutathione transport in HepG2 cells
through endoplasmic reticulum stress.

Josep M. Lluis, Anna Colell, Carmen Garcia-Ruiz, Neil Kaplowitz and Jos¢ C.
Fernandez-Checa.

Gastroenterology 124: 708-724. 2003.

El consumo cronico de etanol produce una disminucion selectiva de los niveles
de GSH mitocondrial, debido a un defecto en el transporte de GSH desde el
citosol a la matriz mitocondrial. El principal objetivo de este trabajo, fue evaluar
el papel del acetaldehido sobre el transporte de mGSH en las células HepG2. El
tratamiento con 100uM de acetaldehido durante 72 horas, produjo tanto una
acumulacion de lipidos en el citoplasma, como la presencia de megamitocondrias
en las células HepG2 (Fig.1-2). Ademas, el acetaldehido disminuy6 los niveles
de mGSH de manera dosis y tiempo dependiente, sin afectar al glutation
citosdlico (Fig.3). Los parametros cinéticos del transporte de GSH en
mitocondria, mostraron la presencia de dos componentes saturables, uno de alta y
otro de baja afinidad, estimulados por ATP. El tratamiento con acetaldehido,
aumento6 la constante de Michaelis (Km) de manera mas pronunciada para el
componente de alta afinidad que para el de baja afinidad (Fig. 4). Todo indica
que estos cambios se deben al aumento en la rigidez de la membrana
mitocondrial, debido a la acumulacion de colesterol, ya que la incubacion de
estas mitocondrias con el agente fluidificante A,C, normaliza el transporte de
mGSH (Fig. 7). El enriquecimiento de colesterol en mitocondria aislada de
higado de rata, reprodujo la disfuncion producida por el acetaldehido sobre el
transporte de GSH mitocondrial (Fig. 9). El aumento en el contenido de
colesterol en mitocondrias de células HepG2, fue precedido por un aumento en
la expresion de GADD153, marcador del estrés en el reticulo endoplasmatico, y
SREBP-1, un factor nuclear que induce la expresion de enzimas encargados de
la sintesis de colesterol (Fig 12). Por altimo, la disminucion de mGSH inducida
por el acetaldehido, sensibilizo a las células HepG2 al efecto citotoxico del TNF-
a, toxicidad que se previno con la ciclosporina, ester de GSH y lovastatina (Fig.
13).
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RESULTADOS

Cholesterol impairs the adenine nucleotide translocator-mediated
mitochondrial permeability transition through altered membrane fluidity.
Anna Colell, Carmen Garcia-Ruiz, Josep Maria Lluis, Olga Coll, Montse Mari,
Jos¢é C. Fernandez-Checa.

J. Biol. Chem. 278(36): 33928-35. 2003.

La permeabilidad mitocondrial transitoria (MPT) juega un papel clave en la
muerte celular. Tras la apertura del poro, se inicia una via de sefializacion
intracelular favoreciendo la liberacion de factores proapoptéticos, y el
ensamblaje del complejo multiprotéico llamado apoptosoma, capaz de inducir la
cascada de activacion de las caspasas. En este trabajo se estudia la regulacion del
MPT por la fluidez de la membrana mitocondrial, en funcién de los niveles de
colesterol. Las mitocondrias enriquecidas en colesterol, mostraron una
disminucion en la fluidez de la membrana, que altera la respuesta a la
permeabilidad mitocondrial transitoria inducida por el atractilésido (ligando del
ANT que lo estabiliza en su conformacién c) (Fig.2). Este efecto depende de la
cantidad de colesterol incorporado en la membrana mitocondrial, y se normalizo
al fluidificar estas mitocondrias con el agente A,C (Fig.3-6). La respuesta de los
mitoplastos, provenientes de las mitocondrias enriquecidas en colesterol, al
atractilosido fue semejante a la de la mitocondria intacta . Esto fue acompafiado
por la observacion de que el aumento en colesterol se produjo por igual, tanto en
la membrana externa como interna de la mitocondria (Fig.5). Los efectos del
colesterol sobre la induccion del MPT por el atractilosido, se refleja en una
disminucion de la liberacion de las proteinas proapoptoticas: citocromo c,
Smac/Diablo y el factor inductor de la apoptosis (AIF) (Fig.4). Sin embargo, el
enriquecimiento en colesterol no afectd al transporte mitocondrial de ADP,
disociando el papel del ANT en el MPT y como transportador antiporte de
ADP/ATP (Fig.8).
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RESULTADOS

Mitochondrial glutathione depletion sensitizes hepatocytes to hypoxia.

Josep M. Lluis, Albert Morales, Carmen Blasco, Anna Colell, Montserrat Mari,
Carmen Garcia-Ruiz, José C. Fernandez-Checa.

Hepatology (en revision)

La generacion de radicales libres (ROS) por parte de la mitocondria, forma parte
de la respuesta celular frente a la hipoxia. En este trabajo analizamos el papel del
mGSH en la supervivencia de las células HepG2 durante la hipoxia. Aunque las
células HepG2 en hipoxia (5%0,), mostraron un aumento en la produccion de
perdxido de hidrégeno dentro de las 48-72 horas, esto no afectd a la viabilidad
celular. La incubacion con los inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial,
rotenona (complejo 1) y TTFA (complejo II), previnieron esta produccion
endogena de ROS (Fig.1). La hipoxia activo de forma tiempo dependiente a los
factores de transcripcion NF-xB y HIF-1a (Fig.2), induciendo la expresion
génica de c-IAP2, VEGF (Fig.4), y aumentando la secrecion de TNF-a (Fig.3).
La activacion de NF-«kB por la hipoxia, se produjo a través de la fosforilacién en
tirosina de IkB-a, en ausencia de degradacion por el proteosoma (Fig.5). La
deplecion del GSH intracelular en células HepG2 por el dietilmaleato (DEM) y la
butionina sulfoximina (BSO), aumentd la generaciéon de ROS respecto a las
células hipoxicas sin tratamiento, dando lugar a una muerte predominantemente
necrdtica (Fig. 7-8). Esta sensibilizacion debida a la deplecion de GSH, fue
precedida por la disminucidon en la expresion de c-IAP2 y VEGF. Aunque la
sensibilizacion a la hipoxia por el DEM/BSO, fue acompafiada por una
disminucion del GSH citosélico y mitocondrial, la adicion de los inhibidores de
los complejos 1 y II, rescataron a las células con GSH disminuido, de la muerte
inducida por la hipoxia. Ademads, la disminucion selectiva de los niveles de
mGSH en hepatocitos de rata con el agente HP, produjo una sensibilizacién a la
muerte celular por la hipoxia, debido a una sobreproduccion de ROS. Por lo
tanto, todo parece indicar que el mGSH controla la supervivencia celular durante
la hipoxia, al regular la generacion mitocondrial de radicales libres.
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DISCUSION

El primer trabajo aporta informacion sobre el mecanismo implicado en la
disminucion selectiva de mGSH, resultante de la disfuncion en el transportador
de mGSH, debido al consumo cronico de etanol. El acetaldehido, el primer
metabolito del metabolismo oxidativo del etanol, reproduce en las células
HepG2, el descenso en el contenido mGSH observado en el modelo experimental
en ratas de intoxicacion crénica con etanol (Garcia-Ruiz C et al.1994). Nuestros
resultados describen por primera vez los parametros cinéticos del transporte de
GSH en mitocondria de las células HepG2, similares a los descritos previamente
para mitocondria de higado de rata.

El acetaldehido redujo la afinidad (aument6 la Km) de ambos transportadores, en
especial del componente de alta afinidad. Estos datos implican al acetaldehido
como principal responsable de la disfuncion en el transporte de mGSH,
reproduciendo algunos de los efectos observados tras la ingesta cronica de etanol.
Sin embargo, no se puede descartar la intervencion de otros factores que
contribuyan a la disminucion de la V,,,, de ambos componentes, observada en
mitocondrias de ratas alcohdlicas. Los efectos del etanol frente a los del
acetaldehido, y/o las diferencias en la composicion de la membrana mitocondrial
entre las mitocondrias de higado de rata y de las células HepG2, podrian influir
en estos cambios.

A pesar de que la concentracion de acetaldehido utilizada para este estudio podria
parecer no fisiologica, valores similares o incluso superiores se han descrito
recientemente en células de hepatoblastoma con la capacidad de metabolizar el
etanol (Clemens DL et al. 2002).

Una de las caracteristicas del transportador de GSH mitocondrial en higado de
rata, es su sensibilidad a un aumento en la viscosidad de la membrana
mitocondrial (Colell A et al. 2001). El acetaldehido increment6 el pardmetro de
ordenamiento (r) de las mitocondrias de las células HepG2, en particular en el
dominio adyacente al extremo polar de los fosfolipidos. Ademas, la fluidificacion

in vitro de la mitocondria con A,C, restaurd los valores de fluidez de la
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membrana mitocondrial y normalizé el transporte inicial de GSH, tanto a
concentraciones bajas como altas. Como la composicion lipidica afecta la
microviscosidad de la membrana, examinamos en detalle la composicion de la
mitocondrias de las células HepG2 tratadas con acetaldehido. Cabe destacar dos
aspectos, el acetaldehido no cambi6 la distribucidon de los acidos grasos en los
fosfolipidos, pero si que aumento el cociente molar colesterol /fosfolipidos en la
mitocondria. Ademads, nuestros datos en mitoplastos de células tratadas con
acetaldehido, asi como los provenientes de mitocondria enriquecida en colesterol,
mostraron un incremento de colesterol en la membrana interna mitocondrial. Por
lo tanto, el paralelismo entre el incremento de colesterol y la viscosidad de la
membrana en mitoplastos y mitocondria intacta, indican que los cambios
relevantes en la modulacion de transporte de mGSH ocurren en la membrana
interna mitocondrial, donde est4 localizado el transportador. Estudios recientes
han mostrado que el MPT altera la fluidez de la membrana mitocondrial. Sin
embargo, no parece probable que la disfunciéon en el transporte de mGSH
inducido por el acetaldehido sea mediado por el MPT, porque el acetaldehido no
provoco el hinchamiento mitocondrial. Del mismo modo, la apertura del poro
deriva en la fluidificacion de la membrana mitocondrial, lo que provocaria un
aumento y no una disminucién en el transporte de mGSH (Ricchelli F et al.
1999).

Aunque el mecanismo por el cual el acetaldehido induce la movilizacion y
acumulacion de colesterol en la membrana mitocondrial no es conocido, su
relevancia en la perturbacion del transporte mGSH se confirma con nuestros
resultados en mitocondria de higado de rata enriquecida con colesterol libre. Una
incorporacion de colesterol in vitro semejante a la obtenida por el tratamiento
con acetaldehido, reproduce los efectos observados sobre el transportador de
mGSH. Estos resultados sugieren que la modulacion de los niveles de colesterol
y/o su trafico hasta la mitocondria, podria constituir una nueva estrategia para
prevenir el defecto en el transporte de mGSH causado por el consumo crénico de

etanol.
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En la bisqueda de los mecanismos que provocan el aumento de colesterol por el
acetaldehido evaluamos la participacion del UPR mediante la expresion de genes
que se inducen durante el estrés en el reticulo endoplasmatico. El acetaldehido
estimuldé un aumento tiempo dependiente tanto de GADD153 como SREBP-1.
Cabe destacar que el aumento en los factores SREBP-1 y GADDI153 ha sido
observado previamente en modelos de ratas alcoholicas (You M et al. 2002,
Cheng J et al. 2003). En consonancia con estos resultados, Werstuck GH et al.
2001 mostraron que la induccién del estrés en el RE por la homocisteina y la
tunicamicina, va acompafiada de un aumento de colesterol en la células HepG2.
Sin embargo, en este trabajo no estudiaron la regulacion de colesterol a nivel
mitocondrial. Aunque nosotros no hemos estudiado la regulacion de la enzima
hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa) por el
acetaldehido, si que demostramos que la induccion de SREBP-1 precede a la
acumulacion de colesterol en la mitocondria. Ademads, se ha observado que la
inhibicion de HMG-CoA reductasa por lovastatina (Scharnagl H et al. 2001)
previno el incremento de colesterol y la disminucion de mGSH, inducido por el
acetaldehido.

El disulfiram, que inhibe la enzima aldehido deshidrogenasa, fue incapaz de
bloquear el aumento de colesterol y la consiguiente perturbacion de la membrana
mitocondrial, apuntando a que el acetaldehido per se , y no su metabolismo, es el
principal responsable del aumento en los niveles de colesterol.

Los mecanismos por los que el acetaldehido provoca el UPR no han sido
descritos, pero dado que en el RE se producen las modificaciones
postranscripcionales, el plegamiento y la oligomerizacion de las proteinas, es
factible que la reactividad del grupo carboxilo del acetaldehido interfiera con
cualquiera de estos procesos, provocando la acumulacion de proteinas mal
plegadas e induciendo el UPR, y el consiguiente cimulo de colesterol en la
mitocondria. Esta hipdtesis explicaria porque el acetaldehido provoca un
aumento en GADD153, una chaperona especifica del RE, cuya induccion durante

el UPR refleja el estrés en el RE.
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Asimismo, este trabajo analiza las consecuencias de la disminucién de mGSH en
las células HepG2 durante el tratamiento con acetaldehido. Nuestros resultados
muestran que las células HepG2, que son resistentes a TNF-a (Hill DB et al.
1995), al ser preincubadas con acetaldehido, son sensibilizadas al efecto
citotoxico del TNF-a . Esta sensibilizacion ocurre a pesar de la activacion del
factor NF-xB (Roman J et al. 1999).

La ciclosporina (inhibidor del MPT) protegi6 a las células HepG2, expuestas a
acetaldehido, contra el TNF-a. Esto sugiere que la sensibilizacion frente al TNF-
o , implica una muerte celular dependiente de la mitocondria. Existen evidencias
de que el etanol induce el MPT (Pastorino JG et al. 1999), indicando la
relevancia del mGSH en la supervivencia de los hepatocitos frente al TNF-a
(Colell A et al. 1998, Pastorino JG et al. 2000, Nakagami M et al. 2001), al
controlar la generacion de ROS en la mitocondria y regular la oxidacion de
residuos cisteinas de las proteinas que forman el MPT (Constantini P et al. 2000).
Sin embargo, no se puede descartar la participacion del RE en la muerte celular,
a través de la activacion de la caspasa 12 como consecuencia del estrés en el RE
(Rao RV et al. 2002).

Estos datos coinciden con otro trabajo que presenta al acetaldehido como
responsable de la induccion de la sintesis de acidos grasos y colesterol, debido a
la activacion del factor nuclear SREBP-1 (You M et al. 2002). Ademas, el
pretratamiento con lovastatina, protege a las células tratadas con acetaldehido,
de su sensibilizacion al TNF-a. Por lo tanto, esto sugeriria un papel protector de
las estatinas frente a la enfermedad hepatica alcohdlica. Son necesarios mas
estudios para determinar la regulacion del aumento de colesterol en la membrana
mitocondrial, la deplecion de mGSH, y la sensibilizacion frente al TNF-o en
ratas alcohdlicas tratadas con estatinas. El uso terapéutico de las estatinas en el
tratamiento de la hepatopatia alcoholica, es particularmente atractivo debido a su
relativa baja hepatotoxicidad (Chitturi S et al. 2002).

En resumen, este estudio describe un nuevo esquema en la patogénesis de la
enfermedad hepatica alcoholica, en donde el acetaldehido disminuye el

transporte de mGSH a través del estrés en el RE. Nosotros proponemos, que el
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acetaldehido activa SREBP-1, dando lugar a la sintesis de novo de colesterol y el
consiguiente transporte € incorporacion en la mitocondria, resultando en un
transporte de mGSH defectuoso y sensibilizacion frente al TNF-o.

Puesto que existen estudios mostrando que la induccién del MPT por el Ca®,
histidina o diamida, va acompafada de un incremento en la fluidez de la
membrana mitocondrial (Richelli F et al. 1999), decidimos estudiar la influencia
de la microviscosidad de la membrana sobre el MPT. Las mitocondrias controles
expuestas al atractilosido (ATR), muestran hinchamiento mitocondrial y la
liberacion de proteinas intermembrana como el citocromo ¢, Smac/DIABLO y
AIF. Por el contrario, la subunidad II de la proteina citocromo oxidasa no se
libera, mostrando la especificidad de este proceso. Ademas, la preincubacion con
ciclosporina (CsA) previene esta cadena de sucesos. Estos datos coinciden con
estudios anteriores (Marzo I et al. 1998, Belzacq AS et al. 2002), indicando que
el hinchamiento mitocondrial inducido por el ATR , es un proceso determinante
para el desarrollo del MPT.

Para aumentar los niveles de colesterol en la mitocondrias, las incubamos con el
complejo colesterol-BSA. Se verifico que la proteina mitocondrial no aumentaba
tras la incubacion con el complejo colesterol-BSA, y que el BSA por si so6lo no
afectaba los parametros analizados en este trabajo, actuando unicamente como
vehiculo del colesterol. Las mitocondrias de higado de rata se enriquecieron en
colesterol con un cociente molar de colesterol/fosfolipidos, que previamente se
habia demostrado que afectaban la fluidez de la membrana mitocondrial (Kojro
E. et al. 2001). Para evaluar las propiedades dinamicas de la membrana
mitocondrial, utilizamos la sonda DPH que se incorpora cerca de la region polar
de la bicapa , TMA-DPH que se une a la superficie de la membrana y el derivado
del 4cido estearico , 9-AS, que monitoriza la fluidez de zonas mas internas en la
bicapa. Nuestros resultados muestran que los cambios de fluidez en la membrana
mitocondrial provocados por el colesterol se producen principalmente en la
region externa de la bicapa lipidica. Resultados similares a los nuestros, entre los
niveles de colesterol y los valores obtenidos con la sonda DPH, se han descrito

en mitocondria de corazén de cerdo (Rouslin W el al. 1982), en células
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epiteliales de ridén (Gimpl G et al. 1997) y en mitocondria de células HepG2. El
enriquecimiento en colesterol tanto de la membrana mitocondrial externa como
de la interna, se acompaind de una disminucion en la induccion del MPT por el
ATR, al prevenir el hinchamiento mitocondrial y disminuir la liberacion de los
factores proapoptoticos. Para evaluar si estos efectos eran debidos al colesterol
per se, 0 a los cambios inducidos por éste en las propiedades dinamicas de la
bicapa, utilizamos el agente fluidificante A,C. La preincubacion de este agente
con mitocondrias enriquecidas en colesterol, restaurd la sensibilidad del ANT al
ATR. La afinidad del ATR por ANT es del rango nanomolar (Belzacq AS et al.
2002), por tanto, la concentracion de 100uM de ATR utilizada en nuestros
experimentos minimiza la posibilidad de que la disminucion en la respuesta al
ATR sea debida a que el colesterol altere la capacidad del ligando a unirse al
ANT. Todo esto apunta a que la modulacion del colesterol sobre el MPT,
inducido por la interaccion entre el ATR y el ANT, se produce a través de los
cambios en la fluidez de la membrana mitocondrial.

Por otro lado, se observd como la incorporacion de colesterol en la membrana
mitocondrial no influyé en la funcionalidad del ANT como transportador de
ADP/ATP. Estos resultados van en concordancia con los descritos en
mitocondrias de higado de ratas alcohdlicas, donde cambios en la composicion
lipidica de la mitocondria , provocan cambios en la fluidez de la membrana que
no alteran el transporte de ATP/ADP (Colell A et al. 1997).

Se podria especular que la disfuncién del MPT en respuesta al ATR, se debe al
efecto del colesterol sobre otro componente del poro mitocondrial, al
interaccionar con el ANT. Hay muchas evidencias que apuntan al ANT como
componente del MPT, aunque la composicion completa y la regulacion de este
complejo multiproteico no esta muy clara (He L et al. 2002). Los modelos
actuales, proponen la interaccion y asociacion del ANT con proteinas de la
membrana externa, incluyendo a VDAC y Bax (Beutner G et al. 1998, Crompton
M et al. 1998). En este sentido, la liberacién desde la mitocondria del citocromo
¢, AIF, y Smac/DIABLO inducida por la xantina/xantina oxidasa al generar el

anion superoxido, es independiente de los niveles de colesterol y se previene con
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el anticuerpo anti-VDAC (Colell A et al. 2004). Aunque es tentador involucrar al
receptor de benzodiazepinas (transportador de colesterol) en esta disfuncion del
MPT, su interaccion con el poro a través de VDAC y la normalizacion de la
respuesta al atractilosido, en las mitocondrias enriquecidas en colesterol tras ser
fluidificadas con A,C, descarta su participacion.

El colesterol tiene un papel dual, por un lado es capaz de regular la respuesta del
ANT al ATR, sin afectar su funcionalidad como transportador de ADP/ATP. En
esta linea, se han descrito dos mecanismos diferentes en la regulacion del ANT
por Bax. La inhibicion que provoca Bax en el intercambio de ADP/ATP, es
independiente de su capacidad de crear canales al interaccionar con ANT.

Al jugar el MPT un papel principal en la muerte tanto apoptotica como necrotica,
estas observaciones podrian tener unas consecuencias importantes en el control
de la muerte celular. Nuestros resultados apuntan a que el colesterol afecta la
funcion proapoptotica del ANT, sin comprometer su funcionalidad como
transportador. Como la estimulacion en el intercambio de ADP/ATP contribuye a
la supervivencia celular (Vander Heiden MG et al. 1999), la regulacion
independiente de las dos funciones del ANT a través de las alteraciones en la
fluidez de la membrana inducida por el colesterol, proporcionarian una ventaja
para la supervivencia celular. Situacidon que se observa en ciertos tipos de células
tumorales, cuyos niveles de colesterol en la mitocondria son mayores que en el
tejido normal (Feo F et al. 1975 , Campbell AW et al. 2002), lo que podria
provocar una resistencia a los estimulos apoptoticos que actien via ANT.

Por ultimo, hemos examinado la respuesta de las células HepG2 frente a la
hipoxia moderada. Mientras que la generacion de ROS por parte de la
mitocondria confirma lo observado en otros estudios, por primera vez se evalia
el papel del mGSH en la supervivencia celular durante la hipoxia. Varios tipos
celulares responden a una reduccion en la tension de oxigeno (1.5 %-5% O,) con
una generacion de radicales libres, efecto que es prevenido con inhibidores de la
cadena respiratoria mitocondrial (Chandel NS et al. 1998, Paddenberg R et al.
2003). Coincidiendo con estas observaciones, la exposicion de las células HepG2

y de los hepatocitos de rata al 5% O,, estimularon la producciéon de ROS por
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parte de la mitocondria. El bloqueo en la generacién de ROS, al incubar con los
inhibidores de los complejos I y II de la cadena respiratoria mitocondrial durante
la hipoxia, indican que la generacion de perdxido podria proceder del grupo
flavin mononucleotido del complejo I, al revertirse la transferencia electronica,
como se ha descrito recientemente (Schumacker PT et al. 2002). Pero también
hay grupos que implican al complejo III de la cadena respiratoria como fuente
generadora de ROS en la hipoxia (Chen Q et al. 2003). Por lo tanto, no se puede
descartar que la capacidad de los inhibidores del complejo I y II en prevenir esta
produccion de radicales libres, se deba a la inhibicion del flujo electronico hacia
el complejo III.

La generacion de ROS en las células HepG2 y en los hepatocitos de rata durante
la hipoxia (5%0,), no afectd a la viabilidad celular, indicando que estos radicales
libres procedentes de la mitocondria, actian mas como senalizadores
intracelulares, que como especies toxicas para la célula. De hecho, se ha descrito
que la regulacion de la Na,K-ATPasa por la hipoxia es a través de los ROS
mitocondriales, al intervenir en la via de la PKCC (Dada LA et al. 2003).

Esta estimulacion en la produccion endodgena de ROS en las células HepG2, va
acompafiada de la activacion de los factores transcripcionales NF-kB y HIF-a, y
la consiguiente induccion de sus genes diana como TNF-a, cIAP-2 y VEGF. Y
como se habia observado anteriormente (Chandel NS et al. 2000), la inhibicidén
de la generacion de ROS durante la hipoxia impide, tanto la activacion de los
factores nucleares como de sus genes diana, apuntando a que los radicales libres
podrian actuar como segundos mensajeros. Un aspecto muy interesante de
nuestro estudio, es que la activacion de NF-«B por la hipoxia, no va acompafiada
de la degradacion de su subunidad inhibidora IkB-a. A diferencia de la mayoria
de estimulos que activan NF-«kB, esta via alternativa, permite la liberacion de
NF-kB de su subunidad inhibidora, sin la degradacion de IxB-o por el
proteosoma. (Imbert V et al. 1996). La capacidad de la genisteina (inhibidor de
las tirosin quinasas) de bloquear la activacion de NF-kB y el aumento tiempo

dependiente en la fosforilacion en tirosina de IkB-o. , muestran el papel clave de
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las tirosin quinasas en la activacion de NF-xB debida a la hipoxia. Como el
peroxido de hidréogeno puede modular la fosforilacion en los residuos serina,
treonina y tirosina (Rhee SG et al. 2000), es posible que la produccion de
peroxido de hidrogeno durante la hipoxia, regule la actividad de las tirosin
quinasas.

A parte de la implicacion del factor VEGF en la angiogénesis (Semeza GL
2001), también se ha descrito que tiene un papel antiapoptotico en la hipoxia, al
activar la via de las MAPK quinasas (Back JH et al. 2000). Por tanto, la
induccion de los genes dependientes de HIF-1la y NF-kB, como son VEGF y
clAP-2 respectivamente, podrian formar parte de la respuesta adaptativa a la
supervivencia celular frente a la hipoxia. Sin embargo, cuando en condiciones de
hipoxia se disminuye el GSH, la generacién masiva de ROS disminuye los
niveles de VEGF y clAP-2. Estos resultados indican que en funcion de los
niveles de radicales libres, se regularan los factores nucleares sensibles al estado
redox, HIF-1la y NF-kB, provocando la induccion o inhibicion de factores
implicados en la supervivencia celular.

En la evaluacion de la supervivencia de las células HepG2 frente a la hipoxia,
nos centramos en el papel del GSH celular, con principal interés en el pool
mitocondrial. Debido a que hay evidencias de que la deplecion selectiva de
mGSH, sensibiliza a los hepatocitos frente a la accion del TNF-ay de los
esfingolipidos (Garcia-Ruiz C et al. 2003 , Mari M et al. 2004). Una estrategia
para disminuir selectivamente los niveles de mGSH en hepatocitos primarios de
rata, es el uso del agente HP (aceptor de Michael en la mitocondria) que se
conjuga con el mGSH (Shan X et al. 1993). Como el HP no modificé los niveles
de mGSH en las células HepG2, utilizamos la combinacion de los agentes
DEM/BSO, que provocd una reduccion tanto en el pool citosdlico como
mitocondrial de GSH. La coincubacion de rotenona y TTFA, que previenen la
generacion de ROS desde la mitocondria, protegieron a las células tratadas con
DEM/BSO durante la hipoxia. De la misma forma que lo hizo el ester de GSH, al
normalizar los niveles de glutation celular total. Ademds, la disminucion

selectiva de mGSH con el agente HP en hepatocitos de rata, provocod su
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sensibilizacion frente a la hipoxia. Indicando que el pool critico de GSH para la
supervivencia celular durante la hipoxia, es el mitocondrial.

Nuestros datos podrian tener consecuencias en el dafio hepatocelular inducido
por el alcohol, en particular en el area del higado mas sensible a los efectos
toxicos del etanol. En condiciones fisiologicas, la tension de oxigeno en el
higado es alrededor de 65 mmHg (~16% O,) en el area periportal y desciende
hasta 35 mmHg (~10% O,) en la zona perivenosa (Israel Y et al. 1975, Ji S et al.
1982). El metabolismo oxidativo del etanol incrementa el consumo de oxigeno,
aumentando el gradiente de O, existente entre la vena portal y la zona
perivenosa. Por lo tanto, el uso de la hipoxia moderada (5%0,) utilizada para
este estudio, podria reproducir los niveles de O, alcanzados en la zona del higado
mas dafiada en los pacientes alcohdlicos.

El sinergismo entre el bajo contenido de mGSH y la hipoxia en los hepatocitos
perivenosos durante el consumo cronico de alcohol, podria contribuir a su

susceptibilidad frente a la toxicidad del etanol.
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CONCLUSIONES

1. Los estudios cinéticos del transporte de mGSH en células HepG2, revelan la
existencia de dos componentes, de alta y baja afinidad para el glutation. El
tratamiento con acetaldehido no vari6 significativamente la V,,,, de ambos, pero
si que aumento la K, de manera mas pronunciada para el componente de alta

afinidad que para el de baja afinidad.

2. El cimulo de colesterol en la mitocondria inducido por el acetaldehido,
provoca un aumento de la rigidez de la membrana mitocondrial, lo que se traduce

en una disminucidn en la velocidad de transporte de glutation.

3. La disminucion del mGSH inducida por el acetaldehido sensibiliza a las

c¢lulas HepG2 frente a los efectos citotoxicos del TNF-a.

4. La pérdida de fluidez de la membrana mitocondrial como consecuencia del
aumento en su contenido de colesterol, provoca una resistencia a la apertura del
poro mitocondrial (MPT) inducida por el atractilosido, mostrando la dependencia
del ANT como componente del MPT a las propiedades fisicoquimicas de la

membrana.

5. Sin embargo, la funcion del ANT como translocador de ADP/ATP es

insensible a los cambios de fluidez de membrana.

6. El glutation mitocondrial es un factor critico en el control de la viabilidad
celular en respuesta a la hipoxia. La disminucion del glutation mitocondrial
sensibiliza a las células frente a la hipoxia, al amplificar la produccién de

radicales libres mitocondriales inducida por la hipoxia.
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