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1. RESUMEN

La hiperglucemia genera muchas de las consecuencias patoldgicas en la
diabetes mellitus, via la formacién de los radicales libres. El estrés oxidativo que
provoca la hiperglucemia contribuye a la formacion de patologias
microvasculares a nivel renal, presentandose asi la nefropatia diabética. Este
desorden es causa de enfermedad terminal renal debido a una hiperfiltracién
glomerular inducida en parte por el 6xido nitrico, el cual esta involucrado en la
formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno las cuales causan dano
a la mitocondria. Debido a que en la mitocondria se producen ambas especies
reactivas, en este trabajo se estudié en mitocondrias aisladas de rifidn de rata
las concentraciones de o6xido nitrico, asi como el perfil de nitrosilacion de
proteinas y la peroxidacion de lipidos como marcadores de estrés. También se
evalud la defensa antioxidante mitocondrial midiendo las concentraciones de
glutation total y la actividad del complejo multienzimatico piruvato
deshidrogenasa, ya que ésta ultima pudiera contribuir a la formacion de
especies reactivas de oxigeno al generarse equivalentes reductores durante la
conversion del piruvato a acetil Co-A. Los resultados obtenidos mostraron que
las concentraciones de Oxido nitrico se incrementaron en etapas tempranas de
la diabetes mellitus y disminuyeron conforme avanzé la patologia, mientras que
el perfil de nitrosilacion de las proteinas no mostré cambios en ninguna etapa
del estudio. La lipoperoxidacion no mostré6 cambios, sin embargo, al evaluar la
defensa antioxidante se encontré alterada. La actividad de la enzima piruvato

deshidrogenasa se incrementd en la semana 1 y 16 postinducciéon de la
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diabetes. Lo anterior nos sugiere que, la defensa antioxidante se activa en la
diabetes mellitus y que el estrés oxidativo y nitrosativo no fue posible

observarlo.
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2. INTRODUCCION
2.1. DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica degenerativa que
ocurre cuando el pancreas no produce suficiente insulina o cuando el cuerpo no
puede usarla de manera eficiente. El resultado es una hiperglucemia, que junto
con el desorden del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas,
conducen al daio de varios sistemas, principalmente a nivel de nervios y vasos

periféricos (Ahmed, 2005; SSA, 2007; WHO, 2007).

La Organizacion Mundial para la Salud clasifica a la DM en tipo 1 y tipo 2,
las cuales son enfermedades complejas causadas por mutaciones en mas de
un gen, asi como por factores ambientales. La DM tipo 1 es de caracter
autoinmune y la DM tipo 2 es multigénica y ademas hereditaria, siendo esta

ultima la mas comun, con aproximadamente el 90% de los casos (WHO, 2007).

Actualmente, se sabe que alrededor de 180 millones de personas tienen
DM en todo el mundo y se estima que para el afno 2030 esta cifra se duplique
(WHO, 2007). En México aproximadamente 12 millones de personas la padecen
en cualquiera de sus tipos. Los costos econdmicos asociados al tratamiento y
sus complicaciones representan una carga economica para los servicios de

salud y para los pacientes (SSA, 2006).
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Existen diversas complicaciones que se asocian a la DM, tales como la
retinopatia diabética, la cardiopatia diabética, la neuropatia diabética, el pie
diabético y por ultimo la nefropatia diabética (ND), la cual se refiere al dafo
predominantemente de tipo glomerular, con compromiso intersticial;
frecuentemente se asocia a hipertensioén arterial y es la causa principal de

enfermedad renal terminal (Kamijo, 2006; SSA, 2006).

2.1.1. NEFROPATIA DIABETICA

El tejido renal experimenta considerables alteraciones estructurales y
funcionales en la DM, observandose un engrosamiento de la membrana basal
glomerular y dafio a los rifnones hasta llegar a la ND (Katyare y Satav, 2005). La
ND es una de las complicaciones mas graves de la DM y se define como la
afectacion renal en el paciente diagnosticado con DM con proteinuria >300
mg/24 h (Gross, 2005). Es la principal causa de enfermedad terminal renal con
mas del 40% de los casos de las enfermedades renales (Veelken, 2000).
Aproximadamente el 25% de los pacientes con DM tipo 1 desarrollan ND,
debido a que se asocia con un periodo de hiperfiltracion, seguido del desarrollo

de una microalbuminuria persistente (Steinke, 2005).

Al inicio de la DM no existen alteraciones morfologicas renales
significativas, excepto un aumento del tamano renal y glomerular. Los cambios
patologicos renales se observan uno o dos afos mas tarde, por la expansion de

la matriz mesangial y engrosamiento de la membrana basal glomerular (Kamijo,
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2006). El crecimiento renal esta asociado con una hiperfuncién del rifidn
incluyendo un aumento en la tasa de filtracién glomerular, reabsorcion de Na,
agua y una alterada actividad en la bomba de Na*/K*ATPasa (Katyare y Satav,

2005).

La ND se presenta en dos fases, una temprana y una tardia. Se ha
demostrado que la ND temprana esta asociada con un incremento en la
produccion de NO derivado de la 6xido nitrico sintasa (NOS) endotelial (NOSe)
y posiblemente por el NO derivado de la NOS neuronal (NOSn). Este efecto
esta relacionado a los cambios hemodinamicos intraglomerulares que causan
hiperfiltracion y microalbuminuria. Por el contrario, la nefropatia avanzada esta
caracterizada por hipertension, insuficiencia renal progresiva, proteinuria, y una
disminucién en la produccién de NO, especialmente el derivado de la NOS
inducible (NOSi) (Katyare y Satav, 2005). Lo anterior y sumado a una
resistencia a la insulina o a la hiperinsulinemia, contribuyen aun mas a disminuir
la produccion de NO derivado de la NOSe y a incrementar el estrés oxidativo,
los cuales estan implicados en la progresion de la ND (Sarafidis, 2006). La
produccion alterada de NO y/o la disminuciéon de su biodisponibilidad, causa
una marcada disfuncion endotelial y falla renal aguda (Sharma, 2004). Veelken
y col. (2000) demostraron que la vasodilatacion en el glomérulo renal esta
mediada por el NO proveniente de la enzima NOSe y que éste contribuye a una

hiperfiltracion y por consiguiente al dafio renal en ratas diabéticas, por lo cual se
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le ha considerado un importante factor en la patogénesis de la ND temprana en

ratas.

Muchos estudios han sugerido que un incremento temprano en la
produccién del NO renal regula los cambios fisiopatoldgicos y morfologicos en la

ND (Khamaisi, 2006).

2.2. LAMITOCONDRIA

Las mitocondrias son organulos subcelulares caracterizados por tener su
propio ADN y ser desde el punto de vista metabdlico importantes; sin embargo,
su funcion es dependiente de la fisiologia celular y completamente integrada a
ella (Vazquez, 2002). Son ubicuas, encontrandose en todas las células
nucleadas y son las principales generadoras de energia (Greaves y Taylor,
2006). Estan compuestas por una membrana externa que rodea una
membrana interna de gran area de superficie que, a su vez, rodea un centro rico
de proteina denominado matriz mitocondrial (figura 1) (Logan, 2006). La
membrana externa le permite el paso libre de metabolitos a diferencia de la
membrana interna que es selectivamente permeable para aniones como el
piruvato y para cationes como el calcio y protones. Esta propiedad de la
membrana le permite establecer un gradiente de iones que es esencial para
llevar a cabo la sintesis de ATP por medio de la fosforilacidon oxidativa y el
consumo de oxigeno. La produccién de ATP es a través del flujo de electrones

derivados predominantemente de intermediarios del ciclo de Krebs, tales como
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el dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD) y el dinucleétido de flavina y

adenina (FAD).

Espacio

Matriz Crestas piombrana intermembranal  Membrana

interna externa

Figura 1. Representacion esquematica y microfotografia de una mitocondria. Tomada vy
modificada de www.academic.brooklyn.cuny.edu

La mitocondria esta intimamente ligada a la homeostasis celular. Entre
las funciones que desempefa esta el metabolismo de los aminoacidos, lipidos,
colesterol y nucleétidos. Ademas, participa en la sefalizacion intracelular y

apoptosis. La mitocondria tiene un papel fundamental en el metabolismo de la
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energia celular, esto a través de la 3 oxidacion de los acidos grasos, el ciclo de
la urea, la cadena transportadora de electrones, y finalmente la produccion de
ATP (Chinnery y Schon, 2003). Las células metabolicamente activas, tales
como las de rifidon, higado, corazon, y cerebro, contienen cientos o miles de
mitocondrias, las cuales conforman aproximadamente el 40% del citoplasma

(Nisoil, 2006).

La mitocondria también produce NO via la Oxido nitrico sintasa
mitocondrial (NOSmt). La asociacion de la NOSmt con la membrana interna
mitocondrial permite que el NO producido inhiba la actividad del citocromo ¢
oxidasa, también localizada en la membrana interna mitocondrial, o reaccionar

con el Oy para generar peroxinitrito (ONOO) (Ghafourifar y Sen, 2007).

2.3. OXIDO NITRICO

Existen evidencias que sugieren la participacion del NO, superéxido y
peroxinitrito en la patogénesis de la DM y sus complicaciones (Pacher, 2007). El
oxido nitrico es un radical libre de vida media corta (~ 1 s), generado por varias
células en respuesta a un estimulo (Blantz y Munger, 2002; Giulivi, 2006).
Debido a su bajo peso molecular (30 Da) y a su naturaleza hidrofébica, difunde
rapidamente a través de las membranas (~140um) y paredes celulares de los
organismos para desempenar diversas funciones fisiolégicas (Busconi y Michel,

1993).
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El 6xido nitrico es sintetizado por las isoenzimas de la 6xido nitrico
sintasa (NOS; EC 1.14.13.39) en dos pasos que comprende la oxidacion de
cinco electrones del nitrdgeno guanidino de la L-arginina como sustrato, con la
formacién de la N-hidroxi-L-arginina como intermediario (figura 2) (Ghafourifar y

Saavedra-Molina, 2006).

H
HN, 4+ NH; HON_ + NH;

N 1.0 H* N \.:I/ 05H | Y
L 1.0 NADP 1 0.5 NADP
NH NH
1.0NADPH NH 0.5 NADPH
% % + + NGO
©2 o 02 no
¥ - + - + _
H;N co, HaN Ces HaN CO;
- - Oxldo
L-Arginina M-Hidroxiarginina L-Citrulina ¥ nitrico

Figura 2. Sintesis del NO por la NOS. La reaccidon consume oxigeno (O,), requiere 1.5 moles
de NADPH y produce L-citrulina como co-producto final. (Tomado de Ghafourifar y Saavedra-
Molina, 2006).

La familia de las NOS conocidas hasta 1995, comprendia a la NOS
neuronal (NOSn), la NOS inducible (NOSi) y la NOS endotelial (NOSe)
(Alderton, 2001; Brookes, 2006; Ghafourifar y Saavedra-Molina, 2006). Entre
1995 y 1996, en los laboratorios de Kobzik y Stamler, y Hellsten y Bates, fue
descubierta simultdneamente una enzima de la NOS localizada en la
mitocondria, la NOS mitocondrial (NOSmt) (Kanai, 2001). Todas las NOS usan
diversos cofactores, como la tetrahidrobiopterina (BH4), FAD, flavin

mononucledtido (FMN) y NADPH (Ghafourifar y Saavedra-Molina, 2006).
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Cada NOS es codificada por un gen diferente y los analisis del genoma
mitocondrial no revelan la presencia de un gen especifico para la NOSmt, por
lo que, después de varios estudios con mutantes para cada una de las NOS, se
sugiere que es una modificacién post-traduccional de la NOSn que consiste en
una miristilaciéon y fosforilacién en la region C terminal que le confiere anclaje a
la membrana interna mitocondrial (Valdez, 2005). La NOSmt se ha encontrado
en mitocondrias de cerebro, de riidn, de higado y musculo esquelético y

cardiaco (Kanai, 2001).

Debido a sus efectos en la neurotransmisién, vasodilatacion y respuesta
inmune, el NO juega un importante papel en la fisiologia y patologia (Giulivi,
1998). Ademas el NO regula la respiracion mitocondrial al inhibir de manera
reversible a la citocromo c oxidasa de la cadena respiratoria (Ghafourifar y
Saavedra-Molina, 2006), también se le involucra en la apoptosis a través de la

nitrosilacién de proteina, principalmente del citocromo ¢ (Schonhoff, 2003).

La produccién del NO en la mitocondria es regulado por mecanismos a
través del tiempo y el espacio. La sefial del calcio es central para la regulacion
temporal. Sobre la estimulacién de la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmico, el calcio entra a la mitocondria via un uniportador electrogénico y
activa la NOSmt produciendo NO. El mecanismo de regulacion espacial del NO

permite una produccion localizada cercano a su sitio blanco (Giulivi, 2006).

QFB. EDGAR R. ESQUIVEL GUTIERREZ 13



Papel del 6xido nitrico y las especies reactivas de oxigeno en mitocondrias de rifién de rata durante la diabetes.

2.3.1. PEROXINITRITO (ONOO)

La vida media del NO se encuentra en el rango de ~ 1 s (Giulivi, 2006) y
debido a que contiene un electron desapareado, rapidamente reacciona con el
O2" para formar ONOO™ (Beckman, 1990). EI ONOO™ es extremadamente
reactivo y su tiempo de vida media es relativamente corta (10 — 20 ms), por lo
que no permite que el ONOO™ formado en el citoplasma difunda hacia la
mitocondria, sin embargo, proteinas, lipidos y acidos nucleicos modificados por
el ONOO™ existen en la mitocondria, sugiriendo su formacién en la misma

(Ghafourifar y Sen, 2007).

La nitracion de residuos de tirosina en proteinas constituye la sustitucion
de un hidrégeno por un grupo nitro (-NO3) en la posicion 3 del anillo fendlico lo
cual representa una modificacion postraduccional producida por oxidantes
derivados del NO tales como el ONOO" y el radical diéxido de nitrogeno (‘NO>).
La mitocondria produce dos reactantes para la formacion de ONOO", el anion
superoéxido, producido durante la transferencia de electrones a través de la
cadena respiratoria en la membrana interna mitocondrial, y el NO, el cual es
producido por la NOSmt también a nivel de la membrana interna mitocondrial
(Bartesaghi, 2007). Muchas de las reacciones del ONOO™ en la mitocondria,

estan mediadas por el radical carbonato y el diéxido de nitrégeno (figura 3).

El ONOO™ causa la nitracion tanto en residuos de tirosina como en

residuos de triptofano formando 3-nitrotirosinas, 5- y 6-nitrotriptofano,
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respectivamente. La 3-nitrotirosina fue considerada como un marcador del
ONOQO;, sin embargo, otros agentes nitrantes han sido descritos, por lo que, la
nitracion pudiera no ser considerada evidencia exclusiva de las reacciones de
nitracién por el ONOO™ (Lamas y Cadenas, 2006). El primer reporte sobre la
generacion del ONOO™ por la NOSmt indica que el ONOO™ formado induce
estrés oxidativo y promueve la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria
(Ghafourifar, 2005), proceso involucrado en la muerte celular programada o

apoptosis.

¢ onoo
MY ~_ €O
. /,/ ~{ ’
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‘u‘/ /l‘/ 3 O ;
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¥ / \
NO & )\
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! f !'L \ Ty
Wl | ‘
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o —~ TyrNO, /,//
~ / L TyrNO

Figura 3. Mecanismo para la nitrosilacién de proteinas. El ONOO™ sustrae un electron del
anillo aromatico de la tirosina, formando un radical tirosil que luego se recombina con el diéxido
de nitrodgeno, formando 3-nitrotirosina. Tomada de: Lamas y Cadenas (2006).

2.4. ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO
El estrés oxidativo es un factor importante en la etiologia y patogénesis
de la DM. Los oxidantes son producidos continuamente en la membrana interna

mitocondrial como subproductos del metabolismo aerobio (Shigenaga, 1994).
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Durante la transferencia de electrones, algunas veces un electron se escapa y
resulta en la reduccidon de un solo electron del oxigeno molecular para formar
anioén superoxido (O27). ElI O puede conducir a la produccion del peroxido de
hidrégeno (H,0>), el cual puede, en presencia de hierro (Fe**), via la reaccion
de Fenton, formar el radical libre hidroxilo (OH) altamente reactivo. Alrededor
del 2 al 3% del oxigeno consumido por una célula es convertido a ERO y
posteriormente, reacciona rapidamente con biomoléculas vecinas, dando como
resultado lipoperoxidacion, oxidacion de proteinas y del DNA (Shigenaga, 1994;

Pratico, 2002).

La evidencia para el dafio oxidativo en DM ha sido reportada desde 1979
por Sato y colaboradores. El estrés oxidativo esta definido como la pérdida del
balance normal entre las ERO y las sustancias antioxidantes del organismo
(Sharma, 2004; Sarafidis, 2006). Las condiciones de hiperglucemia incrementan
la entrada de sustratos metabdlicos hacia el interior de la mitocondria y saturan
la cadena transportadora de electrones, resultando en una sobreproduccion de

EROs (Yu, 2005).

Esta bien establecido que el O,  es el primer radical formado por la

reduccion del O, y que dirige a la formacion de radicales secundarios como el

H,0, y el radical "OH (Ahmed, 2005). La cadena respiratoria mitocondrial es el

principal sitio de produccién de las EROs dentro de la célula, ya que la

mitocondria consume alrededor del 98% de O, que se inhala (Duchen, 2004).
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Parte de ese O, se convierte en O, que es producido continuamente como un

subproducto normal de la respiracién (figura 4) (Chen, 2003; Green, 2004).

Los principales sitios de produccion de las ERO han sido localizados en
los complejos | y Il de la cadena transportadora de electrones. Estos complejos
pueden transferir electrones al O, y dar como resultado la produccion del O,
Cuando la cadena transportadora de electrones es inhibida rio abajo del
complejo lll, los electrones de la oxidacién del succinato pueden generar Oy~
por revertir el transporte de electrones del complejo Il al complejo I. La
produccién de las EROs se incrementa cuando el transporte de electrones es
reducido, lo cual ocurre a bajas tasas de respiracion o en situaciones

patolégicas (Hervouet, 2007).

Si las EROs sobrepasan los sistemas de defensa enzimatica y no
enzimatica mitocondrial, el dafio oxidativo y la muerte celular pueden ocurrir
(Fariss, 2005). El estrés oxidativo incrementado y una defensa antioxidante
alterada han sido implicadas en ambos tipos de DM experimental. Durante la
hiperglucemia, rasgo caracteristico de la DM, se incrementan las ERO vy
disminuyen las defensas antioxidantes incrementandose la lipoperoxidacion. La
acumulacion de lipoperéxidos, el 4-hidroxinonenal y el malondialdehido en la

mitocondria, también se han reportado en pacientes diabéticos (Raza, 2004).
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Figura 4. Modelo para el dafio oxidativo mitocondrial. La cadena de transporte de
electrones mitocondrial produce ERO de manera normal. Las ERO son neutralizadas
por el sistema antioxidante presente en la mitocondria. Cuando hay un desbalance entre
las ERO y la defensa antioxidante se produce dafio oxidativo. Tomada de K Green y col.
(2004).

2.5. GLUTATION

El mecanismo por el cual se inactivan los radicales libres incluye una
variedad de enzimas antioxidantes tales como la superoxido dismutasa (SOD),
la catalasa y la glutation reductasa dependiente de glutation. El glutation (GSH)
o y-glutamil-cistein-glicina (figura 5), es un tripéptido ampliamente distribuido en
los tejidos de animales, plantas y microorganismos. Esta presente en

concentraciones altas (0.1-10mM) y es el compuesto tiol mas abundante en la
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célula. El GSH protege de los efectos toxicos de las ERO, ya que funciona

como un antioxidante (Meister, 1988).

H
P
H H

NH,

Figura 5. Estructura del tripétido y-glutamil-cistein-glicina.

El GSH cumple multiples funciones en el metabolismo, tales como ser el
sustrato de la glutation peroxidasa y estar involucrado en el metabolismo del
acido ascorbico. La funcién principal es mantener un ambiente reductor
previniendo la oxidacion de los grupos —SH de los aminoacidos en las
proteinas. Se le involucra también en el transporte intracelular del cobre al
funcionar como un agente quelante. Participa en la degradacion de proteinas, y
promueve la formacion de la cisteina intracelular (Halliwel, 1985). La oxidacién
de dos grupos tioles de la cisteina forma un puente disulfuro, que es muy
importante en la estructura y funcién de muchas proteinas; sin embargo, cuando
se forma inapropiadamente puede ser dafiino. El| GSH también puede reducir

puentes disulfuro en una forma no enzimatica (Wang y Ballatori, 1998).

El GSH es utilizado por la glutation peroxidasa, la cual reduce el peréxido
de hidrogeno y forma agua, oxigeno molecular y glutation oxidado (GSSG). Por
medio de este mecanismo se protegen las proteinas y membranas contra la

oxidacion. EI GSH es regenerado por la glutation reductasa que requiere
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NADPH como cofactor, por lo que cualquier desequilibrio en las
concentraciones del mismo induce un profundo efecto debido a que disminuye

la capacidad de la célula para lidiar con el estrés oxidativo (Meister, 1988).

Ademas de contar con una defensa enzimatica, la mitocondria también
posee una defensa no enzimatica que remueven radicales libres e incluye al
citocromo c, la tioredoxina, la coenzima Q, y a la vitamina E en sus formas

reducidas (Hervouet, 2007).

2.6. EL COMPLEJO MULTIENZIMATICO PIRUVATO DESHIDROGENASA
Green y col. (2004) propusieron un modelo para explicar la produccién de
las ERO a partir de la hiperglucemia (figura 6). Explican que a elevadas
concentraciones de glucosa se incrementan los niveles de los equivalentes
reductores, tales como el NADH y el FADH dentro de la mitocondria. Esto
también ocurre a través de la entrada de equivalentes reductores del citoplasma
hacia la mitocondria por varias lanzaderas mitocondriales, y porque se
incrementa la entrada del piruvato a través del transportador de piruvato. Estos
procesos elevan el gradiente de protones, reducen los acarreadores de
electrones, y se incrementan las ERO por la cadena respiratoria. La disminucion
del potencial de membrana (y,) por desacoplantes artificiales o por las
proteinas desacoplantes (UCPs) puede prevenir la formacion de ERO, ademas
de que estas pueden ser degradadas por las defensas antioxidantes presentes

en la mitocondria. El complejo multienzimatico piruvato deshidrogenasa (PDH)
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se encarga de catalizar la reaccion de piruvato a acetil CoA, CO, y NADH,

uniendo asi a la glucolisis con el ciclo de Krebs.

del gradiente de H+ por proteinas

Espacio
intermembranal T
/@)-8- T e
= 1} |
| H,0
0,
v
“' A 4
Superoxido ucp H*
— 0 —
[ H’
ADP ADP
Daficala
ATE AT — aconitasa s NO
NA*DP H 20 H
NADH
H* 4
N&DPH
NAD 2 GSH
NADPH R
NADP
A J
b =/

Figura 6. Modelo para la produccién de EROs en la mitocondria. Tomado y modificado de
Green y col. (2004).

La PDH esta compuesta por tres diferentes enzimas llamadas piruvato
deshidrogenasa o E4, dehidrolipoamida acetiltransferasa o E, vy
dehidrolipoamida deshidrogenasa o Esz (Margineantu, 2002). El complejo,
contiene los componentes regulatorios que incluyen a una proteina de unién a

Es, una cinasa y una fosfatasa (Smolle, 2004).
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Se ha reportado que el gen que codifica para la subunidad (3 del
componente E1 de la PDH se desregula en el musculo esquelético de rata
durante la DM y como consecuencia hay una inactivacion de la enzima y
disminucion de la oxidacion de la glucosa (Yechoor, 2002). Ademas, en higado
la PDH sufre dafo, disminuyendo su actividad (Katyare y Satav, 2005). Esto
pudiera causar multiples desérdenes en el metabolismo de los carbohidratos,
sobre todo en aquellos 6rganos que no requieren transportadores de glucosa
dependientes de insulina, por ejemplo, el cerebro y las células mesangiales del
glomérulo renal (Brownlee, 2004). En el rindn, la actividad de la PDH no
disminuye, lo cual pudiera contribuir a la produccion activa de equivalentes
reductores que alimentan a la cadena respiratoria y por consiguiente a la
produccion de ERO, lo que se traduce en dafo oxidativo (Yechoor, 2002). Lo
anterior sugiere que es posible que el piruvato pudiera ocasionar parte del dafio

oxidativo.

La actividad de la PDH en eucariontes es regulada en gran parte por la
interconversion del componente E1 entre una forma activa (no fosforilada) y una
forma inactiva (fosforilada). La interconversion es catalizada por una piruvato
deshidrogenasa cinasa (PDK) y por una piruvato deshidrogenasa fosfatasa
(PDP) especifica para la PDH. Tres residuos de serina han sido identificados
como sitios de fosforilacion en la subunidad E1a, en humanos, en la Ser264, en

la Ser271 y en la Ser203 (Patel, 2001).
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3. HIPOTESIS
La produccion del oxido nitrico y las especies reactivas de oxigeno se

alteran durante la diabetes mellitus en mitocondrias de rindn de rata.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar el papel que tiene el 6xido nitrico y las especies reactivas de

oxigeno en mitocondrias de rindn de rata durante la diabetes mellitus.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar las concentraciones de NO en mitocondrias de rifién de rata
durante la DM.

2. Evaluar el perfil de nitrosilacion en proteinas mitocondriales de rindn de
rata durante la DM.

3. Evaluar la lipoperoxidacién en mitocondrias de rifidon de rata durante la
DM.

4. Cuantificar el GSH total en mitocondrias de rifién de rata durante la DM.

5. Medir la actividad de la PDH en mitocondrias de rifién de rata durante la

DM.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1. REACTIVOS
Todos los reactivos y sustancias empleadas fueron grado reactivo y de la

mas alta pureza disponible en el mercado.
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5.2. MATERIAL BIOLOGICO

Se emplearon ratas macho Wistar de 280 a 380 g de peso mantenidas
bajo condiciones de bioterio con agua y alimentacion ad limitum. Se dividieron
en dos grupos a los animales, a un grupo se le denomio control o no tratado, y
al otro DM o tratado. El grupo tratado recibié una sola dosis (45 mg/kg de peso)
de estreptozotocina (STZ) via intraperitoneal para inducir la hiperglucemia. El
grupo control solamente recibié el vehiculo (agua desionizada) bajo las mismas

condiciones.

5.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LAS MITOCONDRIAS

El aislamiento de las mitocondrias se realiz6 de acuerdo al método
modificado por Saavedra-Molina y Devlin (1997). Las ratas macho Wistar, tanto
control y DM-STZ, se sacrificaron por decapitacion a los diferentes tiempos de
tratamiento. Se extrajeron los rifiones mediante una incisién en el abdomen; se
colocaron en medio 1 (220 mM de manitol, 70 mM de sacarosa, 1 mM de EGTA
(acido etilén glicol-bis(beta-aminoetil éter N, N’, N’-tetraacético) y 2 mM de
MOPS (acido 3-[N-morfolino]propano sulfénico), a un pH de 7.4). Todo el
proceso de aislamiento se realizé a 4°C. Los rifiones se cortaron en trozos
pequefios y se lavaron 3 veces con medio 1. Posteriormente se
homogeneizaron a 1500 rpm en un tubo de vidrio con un vastago de teflon.
Posteriormente, se centrifugd a 2500 rpm (centrifuga Beckman J2-MC) durante
10 min a 4°C. Se desecho el sedimento y el sobrenadante se centrifugd a 7500

rom por 10 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y el sedimento se
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resuspendié cuidadosamente en 2 ml de medio 2 (220 mM de manitol, 70 mM
de sacarosa y 2 mM de MOPS, a un pH de 7.4). Se le adicionaron 160 pl de
albumina de suero de bovino (10 mg/ml) y se dejo a 4°C por 10 min. Esta
solucién se colocd sobre una suspension de Percoll al 20% v/v empleando el
medio 2. Se centrifugd a 19300 rpm por 10 min a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié cuidadosamente en un volumen
de 7 ml de medio 2, y por ultimo se centrifugd a 9000 rpm durante 10 min a 4°C,
se elimino el sobrenadante y el sedimento se resuspendio cuidadosamente en 1
ml del medio 2. Las mitocondrias se mantuvieron a 4° C hasta el momento de

su utilizacion.

5.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LA PROTEINA
MITOCONDRIAL

La concentracion de la proteina mitocondrial se determin6 por el método

de Biuret (Gornall et. al., 1949). Posteriormente se realizaron los calculos

correspondientes para ajustar el volumen que tuviera una concentracién de 1

mg/ml, que fue empleada en todos los experimentos, excepto donde se indique.

5.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE OXIDO NIiTRICO
MITOCONDRIAL

El 6xido nitrico (NO) se determindé de acuerdo al método de Griess

modificado y reportado por Green y col. (1982). Este método cuantifica de

manera indirecta las concentraciones de NO mitocondrial. Este ensayo depende
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de la reaccion de diazotizacion que fue originalmente descrito por Griess en
1879. El reactivo de Griess se basa en la siguiente reaccion quimica como se
muestra en la figura 7 el cual usa sulfanilamida y dihidrocloruro de N-1-
naftiletilendiamina (NED) bajo condiciones acidas para formar un compuesto

azo colorido que se lee espectrofotométricamente a 546 nm.

NGs™  HgD

HzNO;S—@— NHz2 LA’Dth.lOzS—<(:>>—Nz‘ MH
H H
y N/\/

SULFANILAMIDA NED

HQNOEE—QN:N @ HNNH?
O

COMPUESTO AZO

Figura 7. Reaccién de diazotizacion para la deteccién de nitritos.

Las mitocondrias se incubaron por 10 min y a temperatura ambiente en
una solucion que contiene 220 mM de manitol, 10 mM de MOPS, 5 mM de
KH,POy4, 15 mM de KCI, 3 mM de MgCl,, 1 mM de EGTA, a pH de 7.4, con 10
mM de succinato y 2 yM de rotenona en un volumen final de 2 ml en agitacién
suave y constante. La reaccién se detiene con la adicidon de acido perclérico al
0.4%. Posteriormente se centrifuga a 5000 rpm durante 10 min y a 1500 pl del
sobrenadante se le adicionan 100 pl del reactivo de Griess y se dejan incubar
por 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado este tiempo se
determind la absorbencia a 546 nm en un espectrofotdmetro Perkin Elmer
Lambda 18. Se corri6 un blanco y una curva estandar de oOxido nitrico. La

concentracion del NO se obtuvo mediante la siguiente férmula:
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NO = (lectura del problema a 546 nm) (estandar 8 uM) = umolas de NO

lectura del estandar a 546 nm

Curva estandar para la determinacion del NO por el método de Griess.

Tubos Medio (pl) Stock Concentracion Reactivo de
NaNO; (ul) final (UM) Griess (ul)

1 (Blanco) 1400 | s | e 100

2 1398.5 1.5 1 100

3 1395.5 4.5 3 100

4 1392.5 7.5 5 100

5 1388 12 8 100

6 1385 15 10 100

5.6 PERFIL DE NITROSILACION DE LAS PROTEINAS MITOCONDRIALES

El perfil de nitrosilacion se analiz6 mediante inmunodeteccion. La
proteina mitocondrial se separé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE al 10%) de acuerdo al
protocolo de Laemmli y col. (1970). Posteriormente, las proteinas fueron
transferidas a membranas de PVDF (fluoruro de polivinildieno) de acuerdo al
protocolo descrito por Towbin y col. (1979). Las membranas con las proteinas
transferidas se lavaron con TBST-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20
0.05%, pH 7.6) y posteriormente se incubaron con TBS-T-gelatina (5%) por 1 h
en agitacion constante para bloquear sitios inespecificos. Después de lavar con
TBS-T, las membranas se incubaron en presencia del anticuerpo policlonal anti-

3NT (1:2000) (Molecular Probes) en TBS-T-gelatina (5%) por 1h con agitacién
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constante y moderada. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T para
remover el anticuerpo unido inespecificamente, y después se incubaron por 1 h
con el anticuerpo secundario IgG acoplado a peroxidasa (1:4000) (Southern
Biotech) en TBS-T-gelatina (5%). La interaccién antigeno-anticuerpo se

determiné mediante quimioluminiscencia.

5.7. LIPOPEROXIDACION MITOCONDRIAL

Para la determinaciéon de los niveles de oxidacion de lipidos, como
medida indirecta del estrés oxidativo, se utiliz6 una modificacion del método
reportado por Buege y Aust. (1978), para determinar las especies reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS, por sus siglas en inglés) entre las que se
encuentra el malondialdehido (MDA), el principal producto de Ia

lipoperoxidacion por radicales libres.

La proteina mitocondrial se transfirio a un tubo con buffer de fosfatos
0.15 M (Na;HPO,4 y KH2POy), pH 7.0, con el propdsito de prevenir interferencias
debido a la reaccion del acido tiobarbiturico (TBA) con alguno de los
componentes del medio de aislamiento mitocondrial como el manitol o la
sacarosa. Después de 30 min en agitacion constante y a 37°C, se le
adicionaron 2 ml de una solucidén acida recién preparada que contenia TBA
0.02M, acido tricloroacético 0.9 M y HCI 0.25N. Posteriormente, los tubos se
sometieron a un calentamiento en bafo de agua hirviendo y después de 15 min

los tubos fueron enfriados en hielo para después centrifugarlos a 7500 rpm por
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5 min. Se tomaron 1.5 ml del sobrenadante para determinar la absorbencia a
535 nm en un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 18. Para los calculos se
empled el coeficiente de extincidn molar para el malondialdehido 1.56 x 10° M’
cm™ (Buege y Aust, 1978) y fueron expresados en nanomolas de TBARS/mg de

proteina.

5.8. MEDICION DE LAS CONCENTRACIONES DE GLUTATION TOTAL EN
MITOCONDRIAS DE RINON DE RATA

Para medir las concentraciones de glutation total (GSH) se empled el
“Glutathione Assay Kit” de Sigma Aldrich. Antes de la determinacion, la muestra
se precipitd con una solucion al 5% de acido sulfosalicilico y posteriormente se
centrifugdé para remover la proteina precipitada. La medicion de GSH usa un
ensayo cinético en el cual cantidades cataliticas (nmoles) de GSH causan una
continua reduccion del acido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) a acido 5-tio-
2-nitrobenzoico, y el glutation disulfuro (GSSG) formado es reciclado por la
glutation reductasa y el NADPH. EI GSSG presente también reacciona para dar

un valor positivo en esta reaccion.

2GSH+DTNB —> GSSG+2TNB

Glutation
GSSG + NADPH+H™ ——  » 2 GSH + NADP'

reductasa
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La velocidad de reaccion es proporcional a la concentracion del GSH. El
producto amarillo, TNB, es medido espectrofotométricamente a 412 nm. El
ensayo usa una curva estandar de GSH para determinar las concentraciones
del GSH presente en la muestra. Las mediciones se realizaron en un lector de

ELISA BIO-RAD Benchmark.

5.9. ACTIVIDAD DEL COMPLEJO MULTIENZIMATICO PIRUVATO
DESHIDROGENASA
El complejo multienzimatico piruvato deshidrogenasa (PDH) cataliza la
conversion del piruvato a acetil Co-A y CO, usando NAD* como co-sustrato. El
siguiente protocolo describe un ensayo acoplado para medir la actividad

piruvato deshidrogenasa (Payne y Morris, 1969; Szutowicz et. al., 1981).

Soluciones requeridas.
0.25 M de Tris-HCI Buffer (pH 8.0). Preparar un Stock y almacenar a 4°C.
0.2 M de piruvato de sodio. Preparar un stock y almacenar a 20°C.
4 mM de Co-A de sodio. Preparar en fresco sobre hielo.
40 mM NAD". Preparar en fresco sobre hielo.
40 mM de Tiamina pirofosfato (TPP). Preparar en fresco sobre hielo.
10 mM MgCl,. Preparar un stock y almacenar a temperatura ambiente.
200 mM de Ditiotreitol (DTT). Preparar en fresco sobre hielo.
25 mM de oxaloacetato (OAA). Preparar un stock y almacenar a

temperatura ambiente.
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0.05g de 5,5,ditiobis(2-acido nitrobenzoico) (DTNB) en 10 ml de etanol al
100%.
Citrato sintasa. La solucién se obtiene de sigma (250 U/ml).

1. Para cada ensayo, preparar la siguiente mezcla de reaccion en tubos

Ependorf.

Volumen (ul)

Solucién
Experimental Control

H,O desionizada 325 275
Tris-HCI 200 200
Piruvato de Na 50 50
Co-A Na 0 50
NAD* 50 50
TPP 50 50
MgCl, 100 100
DTT 50 50

2. A cada mezcla de reaccién adicionar 1 mg de proteina mitocondrial y e
incubar a 37° C en bafo de agua por 15 min.

3. Una vez pasado este tiempo adicionar 50 yl de OAA y 25 pl de DTNB a
ambos tubos y agitar ligeramente. Transferir el contenido a cubetas de
cuarzo, colocando la cubeta control en la posicion 1y la experimental en
la posicidn 2 del espectrofotometro. Esperar 10 min para que las mezclas
se equilibren y leer el blanco con la cubeta control y después a la
muestra adicionar 5 U de citrato sintasa.

4. Leera412 nm.
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La actividad fue calculada como sigue:

Una unidad (U) de actividad de piruvato deshidrogenada esta definida como
la cantidad de enzima requerida para producir 1.0 ymol de Acetil Co-A en un
minuto.

1. dA/dt(min.™) = rate experimental - Fat€control

2. Actividad = (1000 x TV x dA/dt)/(e x V x CF)

Actividad: actividad volumétrica (U/L)

TV: volumen total en la cubeta (1000pl)

V: volumen de homogenado mitocondrial usado (ul)

€: coeficiente de extincién molar para reducir DTNB (13.6mM"”

por unidad de longitud de trayectoria.
CF: factor de concentracién del homogenado mitocondrial (por
ejemplo, si una muestra de 100 ml esta concentrada en un
volumen de 5 ml. CF = 100/5 = 20.
3. Actividad especifica = (actividad/concentracion de proteina).
Actividad: Actividad volumétrica (U/L)
Actividad = (1000 x TV x dA/dt)/(e x V x CF)
Concentracion de proteina:  mg/L

Actividad especifica: U/mg proteina
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5.10. ANALISIS ESTADISTICO
Los datos obtenidos fueron sometidos a la prueba t de Student para
determinar la significancia de la diferencia entre los valores promedio

(p<0.05), respecto al control dentro de cada tratamiento.

6. RESULTADOS
6.1. CONCENTRACIONES DE GLUCOSA EN SANGRE Y PESO DE LOS
ANIMALES

Antes de aislar las mitocondrias de riidn, se monitorearon las
concentraciones de glucosa en sangre para asegurar que la DM se habia
establecido en aquellos animales que recibieron la STZ, y que los grupos
controles fueran normoglucémicos. Solo aquellos animales diabéticos cuya
concentracion de glucosa en sangre fue entre 300 y 600 mg/dl, se usaron en

este trabajo.

Antes de inducir la DM se registraron las concentraciones de glucosa en
sangre en ayuno de 12 — 14 hrs para asegurar que no existiera una
hiperglucemia en algunos de los animales (datos no mostrados), el resultado
fue que todos los individuos presentaron normoglucemia. En la figura 8 se
muestran las concentraciones de glucosa en sangre tanto en animales control
como en el grupo DM. Como se puede observar, en todos los tiempos, el grupo
control se mantuvo normoglucémico (75 a 115 mg/dl) no siendo asi para el

grupo tratado con STZ, donde a partir de la primera semana postinduccion se
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registraron lecturas superiores a los 400 mg/dl , que se mantuvieron al término
de las 16 semanas donde se alcanzaron valores de 500 mg/dl. Estos valores
son indicativos de que los animales son hiperglucémicos y por lo tanto,

adecuados para el desarrollo experimental.
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1 Sem 7 Sem 16 Sem

Tiempo postinduccion

n=3 p<0.001

Figura 8. Concentracion de glucosa en sangre. Determinados en animales control (C) y
tratados con STZ (DM) a 1, 7 y 16 semanas. Los datos representan una media + la desviacion
estandar de una n=3.

A la par del registro de glucosa en sangre, se obtuvo el peso de los
animales, ya que, un rasgo caracteristico de los pacientes diabéticos es la
tendencia a perder peso sin causa aparente, lo cual sugiere el establecimiento
del modelo para DM. Como se observa en la figura 9, previo a la induccién de
la DM se tuvo un grupo de animales (indicado como 0 semanas) cuyos pesos
oscilaban entre 280 y 380 gramos. Una semana después de haber inducido la
DM el grupo tratado mantuvo el peso y su tendencia fue a perder hasta un 13 y

6 % al término de 7 y 16 semanas respectivamente, no siendo asi para el grupo
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control, el cual gan6 un 23, 40 y mas del 80 % del peso al términode 1, 7y 16

semanas, respectivamente.

600 -

mC
@ DM

Peso (g)

0 Sem 1 Sem 7 Sem 16 Sem

Tiempo postinducciéon

n=3 p<0.001

Figura 9. Peso de los animales. Los pesos fueron registrados a animales control (C) y tratados
con STZ (DM). Los datos representan una media * la desviacién estandar de una n=3. (1) A las
0 semanas se cuenta con una n=30 del cual se partié para seleccionar al grupo control y DM.
(2) A las 16 semanas en el grupo control no se muestra barra de error porque la mayoria de los
animales pesaron mas de 600 g.

6.2. CONCENTRACIONES DE OXIDO NIiTRICO EN MITOCONDRIAS DE
RINON DE RATA DURANTE LA DIABETES

Una medida para investigar la formacion de NO es midiendo las
concentraciones de nitrito (NO;) el cual es un producto generado por el
rompimiento del NO, ademas, de que es estable y no volatil. Las
concentraciones de NO en mitocondrias de rindn de rata control y DM se
muestran en la figura 10. Se observdé en ambos grupos una tendencia a ir
disminuyendo las concentraciones de NO conforme avanza el tiempo en los

tratamientos. La disminucion va desde ~50% hasta ~90% en el grupo control
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de 7 y 16 semanas respectivamente, comparados con su grupo de 1 semana.
En el grupo DM se observa una disminucion de mas del 70% para el grupo de 7
semanas, y mas de los 85% para el grupo de 16 semanas, comparados con su
grupo de 1 semana. Sin embargo, a la primera y dieciséis semanas
postinducciéon de la DM las concentraciones del NO fueron mas del 50% en el
grupo DM que en el grupo control, no siendo asi al hacer las determinaciones a
las siete semanas donde no se observaron diferencias significativas entre los
grupos, sugiriendo que probablemente el animal responde para mantener su
homeostasis y evitar o evadir los efectos del NO, pero después de cierto
periodo donde persiste la hiperglucemia, este equilibrio se pierde. No obstante,
los resultados nos permiten concluir que la actividad de la NOSmt disminuye

conforme avanza la edad en los animales.
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Tiempo postinduccion

n=3 p<0.001

Figura 10. Concentracion de NO en mitocondria de riiidn de rata durante la DM. El grafico
muestra los resultados obtenidos como un promedio * la desviacion estandar de tres
repeticiones de una n=3.
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6.3. PERFIL DE NITROSILACION EN LAS PROTEINAS DE MITOCONDRIAS
DE RINON DE RATA

El NO interactua rapidamente con el O," para formar el ONOO", el cual
es un potente oxidante que puede modificar los residuos de tirosina para formar
3-nitrotirosinas. Debido a su relativa estabilidad, este producto se ha vuelto un
marcador de especies derivadas del NO involucrado en procesos patolégicos.
Se empled el anticuerpo anti 3-NT para el analisis tipo Western blot. Los
resultados obtenidos mostraron ligeros cambios en el perfil de nitrosilacion de

las proteinas mitocondriales (figura 11).

El analisis densitométrico revela que en las semanas 7 y 16 existe un
ligero incremento en el perfil de nitrosilacion, sin embargo, el estudio no permite
discernir cual de las proteinas mitocondriales son mas susceptibles de ser
nitrosiladas por el ONOO" por lo que, queda por evaluar el perfil de nitrosilacion
de proteinas especificas que pudieran ser blanco del ONOO™ y ademas clave en

la funcidén mitocondrial.
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n=3 p<0.05

Figura 11. Perfil de nitrosilacién de las proteinas mitocondriales. El panel A muestra una
autoradiografia representativa del analisis tipo Western blot de una n=3. El panel B muestra el
analisis densitométrico realizado con el software ImageJ Ver 1.37v. Las unidades empleadas
son relativas al analisis de una misma area determinada para todas las bandas y muestran una
media + la desviacion estandar de una n=3 tanto para el grupo control como el grupo DM.

6.4. LIPOPEROXIDACION MITOCONDRIAL

Para determinar si se presenta estrés oxidativo mitocondrial durante la
DM, se evalud el dafo a lipidos en la mitocondria, ya que son blancos de los
radicales libres. Se empleo una modificacion al método de TBARS reportado

por Buege y Aust (1978).

Para tener un control positivo de la lipoperoxidacion, in vitro se empled
un sistema oxidante formado por ascorbato/hierro a una concentracién de

0.5/0.25 mM, respectivamente. Las muestras se preincuban con el sistema
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oxidante durante 15 min con agitacion lenta en un medio de fosfatos con una
concentracion de proteina mitocondrial de 1 mg/ml. Como se puede observar en
la figura 12, tanto el grupo control como el grupo DM presentan el mismo perfil
de lipoperoxidacion empleando el sistema antioxidante, sugiriendo que

efectivamente los lipidos pueden ser dafiados por agentes oxidantes.

N
o

& Control
DM

A A A A oA
D 0 O N~ OO
| | | |

TBARS [nanomolas/mg prot

1 sem 7 sem 16 sem

Tiempo postinduccion

Figura 12. Lipoperoxidacion mitocondrial inducida. Como control positivo de Ila
lipoperoxidacion se emple6 un sistema oxidante compuesto por ascorbato y hierro (0.5/0.25
mM). El gréfico muestra los resultados obtenidos de una media + la desviacion estandar de tres
repeticiones de una n=3.

Los resultados obtenidos para la peroxidacion de lipidos sin el sistema
oxidante se muestran en la figura 13, donde no se observan cambios
significativos en la lipoperoxidaciéon en el grupo control; sin embargo hay una
ligera tendencia a disminuir la lipoperoxidacién dentro de este grupo, sugiriendo
que existen mecanismos de defensa ante el estrés provocado por el

envejecimiento. En el grupo DM a etapas tempranas (1 semana) postinduccién
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no se observaron cambios significativos en la lipoperoxidacion respecto a su
control, pero a las 7 y 16 semanas hubo una disminucién del 36.8 % y del 14.5
% respectivamente, comparados con su control en los mismos tiempos. Tanto
en el grupo control como el DM se aprecia una ligera tendencia a reducir la
lipoperoxidacion, encontrando en el grupo DM un 33 % y un 26.5 % al término
de las 7 y 16 semanas, respectivamente comparandolo con el grupo de 1
semana postinduccion. Esto sugiere que en ambos grupos existen mecanismos

de defensa que evitan el ataque a lipidos.

@ Control
@D M

TBARS [nanomolas/mg prot]

1 sem 7 sem 16 sem

Tiempo postinduccion

n=3 p <0.05

Figura 13. Lipoperoxidaciéon mitocondrial. El grafico muestra los resultados obtenidos como
promedio * la desviacion estandar (n=3).

6.5. CONCENTRACION DE GLUTATION TOTAL
Se determinaron las concentraciones de GSH total, ya que ni el perfil de

nitrosilaciéon y ni la lipoperoxidacion indicaron estrés, por lo que sugiere que el
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GSH esta involucrado en mitigar parte del estrés ocasionado en la DM. Para
este ensayo se empleo el Glutathione assay kit de sigma, que mide las
concentraciones totales de glutation. Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 14, donde se observa que tanto en el grupo control como en el grupo
DM tiende a incrementarse el GSH, sin embargo, el grupo DM tiene menor GSH

total respecto a los controles.

GSH (nmoles/mg prot/min)

1 sem 7 sem 16 sem | @ Control
Tiempo postinduccion 0 DM

n=3 p<0.05
Figura 14. Concentraciéon de GHS total en mitocondria de rifién de rata. Se emple6 1 mg/ml

de proteina mitocondrial por cada muestra. El ensayo se hizo por triplicado en una n=3 y los
resultados expresan la media + la desviacion estandar.

No obstante, cuando se comparan el grupo DM con su control en cada
uno de los tiempos de tratamiento, se encontré que no existen diferencias
significativas en los niveles de GSH total a la 1 y 7 semanas, no siendo asi a las
16 semanas postinduccion de la DM donde si se logra ver un cambio en el GSH

total. Lo anterior indica, que bajo ciertas condiciones patologicas como la DM y
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el mismo estrés ocasionado por el envejecimiento normal, activan mecanismos

de defensa para resistir el dafio oxidativo.

6.6. ACTIVIDAD DEL COMPLEJO MULTIENZIMATICO PIRUVATO
DESHIDROGENASA
La actividad de la PDH se determiné para inferir si la entrada de piruvato
a la mitocondria y su posterior oxidacion en el ciclo de Krebs, pudiera contribuir
a la formaciéon de ERO. Se empleo un ensayo acoplado a la medicion de la
piruvato deshidrogenasa descrito por Szutowicz y col. (1981). Los resultados
que se observan en la figura 15, indican que la actividad de la PDH en los

grupos controles se mantiene en un rango entre 13 y 23 U/mg de proteina.

70

Act. Esp. (U/mg prot)

1 sem 7 sem 16 sem

. . B m Control
Tiempo postinduccién & DM

n=3 p<0.05

Figura 15. ACTIVIDAD DEL COMPLEJO MULTIENZIMATICO PIRUVATO
DESHIDROGENASA EN MITOCONDRIAS DE RINON DE RATA. La actividad fue determinada
en animales control y DM por triplicado en una n=3. Los resultados expresan la media + la
desviacién estandar. Una unidad de actividad de PDH es definida como la cantidad de enzima
requerida para producir 1umol de acetil Co-A en un minuto.
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Los grupos DM de 1 y 16 semanas postinduccion muestran un
incremento de mas del doble de actividad, respecto a su control, no siendo asi
el grupo DM de 7 semanas, que presenta la misma actividad que su respectivo
control. Estos resultados, sugieren que el piruvato generado en la glucdlisis
efectivamente entra a la mitocondria para su oxidacion y que la actividad de la
PDH si esta involucrada en la generacion de EROs. El resultado obtenido en la
semana 7 postinduccién pudiera reflejar lo que observamos en todos los
ensayos para evaluar el estrés oxidativo, que efectivamente, la célula, activa

mecanismos de defensa para evitar el dafio.

7. DISCUSION

La STZ (2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa)) es
ampliamente usada para inducir diabetes experimental en animales. Se
presume que es especificamente téxica para las células B del pancreas debido
a que el grupo glucosa que contiene, le permite ingresar hacia el interior de
estas células por el transportador de glucosa GLUT2 (independiente de insulina
para su funcién). Sin embargo, puede ser téxico para otros tejidos que expresen
este transportador, no obstante, se emplean concentraciones de STZ
adecuadas para mitigar la citotoxicidad no especifica, tal es el caso de la
nefropatia diabética en donde se emplean dosis de 40 a 50 mg/kg de peso por
via intraperitoneal. De esta manera se logra observar solo el daho ocasionado

por la hiperglucemia y no por efecto de la STZ (Breyer, 2005).
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La accidn citotoxica de la STZ como agente diabetdégeno, es mediado via
alquilaciéon del DNA de las células B del pancreas. Existen otras drogas
empleadas para inducir DM, tal es el caso del alloxan, cuyo mecanismo de
accion es via la formacion de radicales libres. Razon por la cual empleamos la
DM-STZ como modelo ya que parte del trabajo se enfoca a evaluar niveles de
ERO durante la DM. Como resultado de la accién de la STZ, las células 3 del

pancreas son destruidas por necrosis (Szkudelski, 2001).

Una vez que se establece la hiperglucemia (figura 8), rasgo principal de
la DM se desencadenan una serie de alteraciones metabdlicas caracteristicas y
observables de la DM entre ellas, poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso
(figura 9), que se sabe, causan dafo a diferentes érganos incluyendo al rifién
debido a que la DM dana células de manera selectiva, tales como las células
endoteliales y mesangiales del glomérulo renal, cuya tasa de transporte de
glucosa no declina rapidamente como resultado de la hiperglucemia por lo que
se mantienen altas concentraciones de glucosa dentro de estas células

(Brownlee, 2005).

Tanto en la DM clinica como en la experimental se caracteriza por un
incremento en la tasa de filtracion glomerular desde el inicio de la patologia y en
el curso de la misma, reflejandose por un incremento en el volumen urinario,
excrecion de sodio, potasio, glucosa, proteinas y una depuracion de creatinina

elevada (Khamaisi, 2006). El tejido renal sufre considerables alteraciones
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funcionales y estructurales. Hay un progresivo engrosamiento de la membrana
basal glomerular y dafio a los rifiones conforme la enfermedad avanza hasta

llegar a una ND (Katyare y Satav, 2004).

La ND parece correlacionar con la severidad de la hiperglucemia, por lo
que empleamos aquellos animales que se mantuvieran un rango similar de
glucosa en sangre durante el desarrollo del trabajo (figura 8) para evitar
discrepancias en los resultados obtenidos. En etapas tempranas y tardias de la
DM, la mitocondria no se desacopla y las relaciones ADP/O se mantienen
dentro del rango normal (Katyare y Satav, 2004). Esto permite evaluar diversos

parametros a partir de mitocondrias aisladas y purificadas de rifidn.

Uno de los mediadores implicado en el desarrollo de la ND es el NO, que
actua como un mensajero vascular que activa la guanilato ciclasa soluble,
resultando en elevados niveles de GMPc y la activacion de multiples vias
intracelulares incluyendo la relajacion dependiente del endotelio y la
retroalimentaciéon tubuloglomerular en el rifién induciendo disfuncion endotelial
(Khamaisi, 2006). La actividad de la NOSmt fue reconocida en mitocondria de
corteza renal de rata por Boveris y col. (2003). El presente estudio confirma que
la mitocondria aislada de rifidn de rata-STZ muestra incrementados niveles de
NO, asociado con una alterada defensa antioxidante en la DM tardia, en
términos de GSH total. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por

Mastrocola y col., en el 2005 donde evaluaron la produccion de éxido nitrico

QFB. EDGAR R. ESQUIVEL GUTIERREZ 45



Papel del 6xido nitrico y las especies reactivas de oxigeno en mitocondrias de rifién de rata durante la diabetes.

mitocondrial en términos de oxidacion de oxihemoglobina a metahemoglobina, y
encontraron que, en cerebro de ratas-STZ la produccion de NO fue mas del
doble que las del grupo control, sugiriendo que el NO mitocondrial esta
implicado en el dafio oxidativo ya que el NO, a bajas y concentraciones
fisiologicas, se une reversiblemente al centro Cug de la citocromo c oxidasa y
puede parcialmente inhibir la trasferencia de electrones al O,, actuando en

competencia con el oxigeno.

En mitocondria de rifidn de rata-STZ, la actividad de la NOSmt se
incrementa, con consecuente hiperproduccion de NO. EI NO también actua
inhibiendo otros complejos de la cadena respiratoria a través de la nitrosilacion,
incluyendo a los complejos |, Il, Ill y IV cuando es formado dentro de la
mitocondria y no es removido por la defensa antioxidante (Ghafourifar y Sen,

2007), o puede ocasionar la oxidacién de grupos tiol en las proteinas.

El NO interactua rapidamente con el superdxido para formar peroxinitrito,
un potente oxidante que modifica residuos de tirosina para formar 3-
nitrotirosinas. Debido a que la vida media biolégica del ONOO™ esta en el rango
de 10 — 20 ms, no puede ser medido directamente, por lo que se han

desarrollado técnicas que nos permitan inferir sobre él (Radi, 2004).

Altos niveles de nitrotirosina son asociados con un gran numero de

enfermedades. La formacion de peroxinitrito fue demostrado en biopsias de
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rinidn de pacientes con ND y en animales con DM (Pacher, 2007). A nivel de
proteina, la nitracion de tirosinas conduce a la pérdida o alteracion de la funcion.
Pruebas moleculares ofrecen un anticuerpo anti nitrotirosinas para la deteccion
de péptidos y proteinas que contienen nitrotirosina. El anticuerpo se usa para el
analisis tipo Western blot, y lo empleamos para evaluar el perfil de nitrosilacién
de proteinas mitocondriales. EIl ONOO™ puede modificar multiples proteinas en
la mitocondria, sin embargo, el perfil de nitrosilacion no mostr6 cambios
aparentes en las mitocondrias del grupo DM comparado con su control,
observandose una nitrosilacion basal en ambos grupos. No obstante, queda
abierto para evaluar proteinas especificas e importantes para la funcién
mitocondrial en riidn de rata-STZ. El ONOO" también puede reaccionar con

lipidos y contribuir aun mas al dafio mitocondrial y celular.

Debido a que los lipidos son los principales componentes de los
organismos vivos y probablemente los primeros en ser atacados por los
radicales libres, la lipoperoxidacion puede jugar un papel importante en iniciar o
mediar algunos aspectos relacionados con la edad y ciertas patologias. Los
radicales libres realmente reaccionan con los acidos grasos de las membranas
para formar lipoperoxidos, los cuales pueden inducir un dafo irreversible a la
fluidez y plasticidad de la membrana y por consiguiente, dafio irreversible a la

integridad de la célula.
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La oxidacion de acidos grasos poliinsaturados dirige a la formacion de
hidroperoxidos y endoperoxidos, los cuales a su vez pueden fragmentarse para
producir un amplio rango de reactivos intermedios como los alquenales,
hidroxialquenales, malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (HNE). Estos
reactivos atacan grupos nucleofilicos en proteinas, una actividad que resulta en
modificacioén irreversible en su funcién y estructura. Los productos finales de
estas reacciones pueden ser aductos de MDA-lisina y de carboximetilisina por
medios no enzimaticos (Praticd, 2002). En el presente estudio, no logramos
medir el estrés oxidativo en términos de lipoperoxidacion, probablemente
porque el MDA y el HNE, dos de los productos principales del rompimiento de
los lipidos dafiados no reaccionen con el acido tiobarbiturico ya que el MDA es
muy reactivo y como se mencions antes, reacciona con los aminoacidos de las
proteinas tales como la lisina, arginina y en general con el amino terminal de
todos los aminoacidos (Slatter, 1999) antes de ser detectado por TBARS. Otra
posible causa es que durante la DM, se presenten cambios en la composicion
de los lipidos, tal como fue demostrado por Qizhi Hu y col. (1994). Ellos
analizaron la composicion de los acidos grasos en glicerofosfolipidos de colina
(GFC) vy dlicerofosfolipidos de etanolamina (GFE) en diferentes 6rganos
incluyendo el riidn y encontraron que en una DM de 8 semanas disminuyo la
concentracion de acido araquidonico y aumenté la de acido linoleico. Cabe
mencionar que estos cambios fueron observados a partir de la tercera semana
pero no a los 7 dias de DM en GFC y GFE. Su estudio reveld que la reduccién

en la concetracién de acido araquidénico fue dependiente de la duracion de la
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DM. Estas observaciones ya se habian hecho en rifién de rata-STZ en 1993 por
Holman y col., por lo que se sugiere que estos cambios en la composicion de
acidos grasos de los fosfolipidos puede tener significantes efectos en la funcidn
celular y mecanismos de control para evitar el daio oxidativo, especificamente
a lipidos en la DM. Lo anterior nos indica, que bajo ciertas condiciones
patologicas como es la DM y el mismo estrés ocasionado por el envejecimiento

normal activan mecanismos de defensa para resistir el dano oxidativo.

Sin embargo, persiste la teoria de que en la DM el estrés oxidativo es el
rasgo principal de la DM, por lo que sugerimos un estudio mas extensivo para
detectar el estrés oxidativo, por ejemplo, evaluando la concentracion de H,O; o
bien uno de los marcadores del dafo oxidativo al DNA como es el 8-oxo-2'-

deoxiguanosina (Shigenaga, 1994).

No obstante, la mitocondria, cuenta con una defensa antioxidante que
involucra al GSH, el cual realiza una variedad de funciones metabdlicas y
fisiolégicas en las células de los mamiferos, incluyendo la detoxificacion de los
radicales libres (Wang y Ballatori, 1998). EI GSH es sintetizado en el citosol,
importado a la mitocondria e involucrado en proteger contra del estrés oxidativo
(Sarkela, 2001). Como consecuencia, el GSH es oxidado a GSSG, el cual a su
vez se reduce rapidamente a GSH por la GSSG reductasa a expensas de

NADPH formandose asi un circulo cerrado.
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Los principales grupos tiol en las mitocondrias son constituidos por el
GSH (alrededor de 10mM) y bajo condiciones normales, la GSSG reductasa
mantiene aproximadamente el 98% del GSH en su forma reducida. Motivo por
el cual, evaluar la concentracion de GSH total indica un buen estado
antioxidante, ya que cuando la GSSG reductasa sufre dafo o deterioro en su
actividad, la habilidad para reducir el GSSG es pobre o nula y asi dirigir una
acumulacién de GSSG y desproteger a la célula. EI GSSG puede activar
muchas enzimas como la glucosa-6-fosfatasa y fructosa 1, 6-bifosfatasa ambas
involucradas en el metabolismo de carbohidratos, sin embargo, puede inhibir la
piruvato cinasa, enzima involucrada en la regulacion de la actividad de la PDH
para el metabolismo del piruvato (Wang y Ballatori, 1998). La importancia de la
PDH para el metabolismo de carbohidratos necesita la complejidad de su
regulacion por fosforilacion en tres residuos de serina especificos. Cada unos
de los tres sitios de fosforilacion en E1 en mamiferos fueron encontrados ser
importantes en la regulacion de la enzima (Patel, 2001). La PDH también es
inhibida por sus productos de reaccion NADH y acetil-CoA (Hagg, 1976). Al
evaluar la actividad de la PDH, se encontr6 una actividad incrementada tanto
en etapas tempranas de la DM como en una etapa tardia, sugiriendo que la
mayor parte del piruvato esta desviado hacia el ciclo de Krebs y asi, contribuir al

estrés oxidativo.
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8. CONCLUSION

El estrés nitrosativo prevalecié sobre el estrés oxidativo y la actividad del

complejo multienzimatico piruvato deshidrogenasa se incrementdé durante la

diabetes mellitus en mitocondrias de rindn de rata diabética.

9. PERSPECTIVAS

- Evaluar los parametros medidos en este trabajo a las semanas 5, 9y 12

para tener una vision mas amplia en su comportamiento.

- Analizar el perfil de oxidacién de proteinas.

- Evaluar la participacion de agentes antioxidantes administrados a los

animales, antes y durante la hiperglucemia.

- Ampliar el estudio con animales seniles para observar los efectos de la

hiperglucemia en las mitocondrias de rindn de rata.
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