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RESUMEN

La diabetes es un problema global con grandes consecuencias
socioecondmicas debido a sus complicaciones en diferentes érganos. Una de
estas complicaciones es la enfermedad hepatica no alcohdlica (EHNA), la cual
esta relacionada con el aumento de las especies reactivas de oxigeno (ERO)
en las mitocondrias del higado. El desarrollo de EHNA se ha relacionado con
alteraciones a nivel mitocondrial tales como el dafio oxidativo en los complejos
de la CTE, que puede ser debido a alteraciones del estado redox de los grupos
tioles de las cisteinas de los complejos o por alteraciones en la cardiolipina en
la membrana interna mitocondrial. En mitocondrias de higado de ratas
diabéticas se ha encontrado que la actividad del complejo | de la cadena
respiratoria disminuye y que esto provoca una produccion excesiva de ERO y
la peroxidacion de lipidos de membrana. Estos efectos pueden ser atenuados
por la administracion de aceite de aguacate. Sin embargo se desconoce si la
produccion de ERO en el complejo | es por un flujo hacia adelante o reverso de
electrones y si la disminucion de su actividad esta relacionada con alteraciones
en sus sulfhidrilos libres o en el contenido de cardiolipina en la membrana
interna mitocondrial. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar la
direccién del flujo de electrones en la producciéon de ERO y el papel de la
cardiolipina y el estado redox de los tioles en la disminucion de la actividad del
complejo | de mitocondrias de higado de ratas diabéticas. En la diabetes, la
actividad del complejo | pudo ser restaurada por la adicion de 3-mercaptoetanol
o cardiolipina, mientras que en mitocondrias de las ratas control y diabéticas
tratadas con aceite de aguacate, la adicidon de -mercaptoetanol o cardiolipina
disminuyeron la actividad del complejo. Se observé un aumento en la formacién
de ERO las mitocondrias de ratas diabéticas usando como sustrato glutamato-
malato pero no cuando se usO succinato y rotenona, un inhibidor del flujo
reverso de electrones. La combinacién de B-mercaptoetanol y cardiolipina
disminuyG drasticamente la formacion de ERO con glutamato malato. Estos
resultados sugieren que durante la diabetes la actividad del complejo |
disminuye probablemente debido a alteraciones en el estado redox de los tioles
del complejo y en la cantidad de cardiolipina en la membrana interna

mitocondrial, lo cual estimula la produccion de ERO en flujo de electrones hacia



adelante, efectos que son contrarrestados en su totalidad por la administracion

de aceite de aguacate.

Palabras claves: higado graso, disfuncion mitocondrial, diabetes tipo 1, ERO,

radicales libres.
ABSTRACT

Diabetes is a global health problem with a high socioeconomic impact
because of its complications in different organs. One of these complications is
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), which is related with increased
reactive oxygen species (ROS) in mitochondria. The development of NAFLD
has been related to mitochondrial alterations such as oxidative damage in the
complexes of the electron transport chain (ETC), which in turn can be attributed
to alterations either in the redox state of the cysteine groups from the
complexes or in the cardiolipin contained in the inner mitochondrial membrane.
It has been found that diabetes decreases the activity of complex | of the ETC in
liver mitochondria and this causes an excessive production of ROS and
enhanced lipid peroxidation. This was attenuated by avocado oil
supplementation. However, it is unknown whether ROS production at the
complex | is caused by reverse or forward electron transfer and if its decreased
activity is provoked by alterations either in the redox state of its sulfhydryl
groups or in cardiolipin. Therefore, the goal of this work was to determinate the
direction of electron flow during ROS production and role of cardiolipin and thiol
redox state in the decrease of complex | activity in liver mitochondria from
diabetic rats. Decreased complex | activity in the diabetic group decreased by
alterations in both cardiolipin and the redox state of thiols. As well as the activity
of the complex was restored by cardiolipin or B-mercaptoethanol, while in
mitochondria from control and diabetic groups treated with avocado oil, these
agents decreased the activity of the complex. It was observed ROS production
augmented using glutamate-malate as substrates but not when it was used
succinate plus rotenone. Rotenone is an inhibitor of reverse electron transfer.
The combination of cardiolipin and B-mercaptoethanol decreased drastically
ROS production with glutamate-malate. These results suggest that diabetes
disease decreases the activity of the complex | by inducing alterations in both
the redox state of thiols from the complex | and cardiolipin, which stimulates

1



ROS production in forward mode, being these abnormalities counteracted by

avocado oil supplementation.

Keywords: fatty liver; free radicals; mitochondrial dysfunction; type | diabetes;
ROS.



1. INTRODUCCION

1.1. Ladiabetes

La diabetes es un trastorno metabdlico, que se caracteriza por
hiperglucemia crénica y trastornos del metabolismo de los carbohidratos, las
grasas y las proteinas, como consecuencia de anomalias en la secrecion o del
efecto de la insulina (OMS, 2015). Hay dos tipos de diabetes; la diabetes tipo |
es causada por una reaccion autoinmune, en la que el sistema de defensas del
organismo ataca las células productoras de insulina del pancreas. Como
resultado, el organismo deja de producir la insulina que necesita,
principalmente se presenta en nifios y adultos jovenes y los pacientes son
considerados insulino-dependientes (OMS, 2015). Los sintomas comunes de la
diabetes tipo | incluyen: debilidad, dificultad para respirar, pérdida de la vision,
pérdida de peso, polidipsia, polifagia, poliuria. Estos sintomas pueden aparecer

abruptamente (World Health Organization, 2015).

En la diabetes tipo II, a diferencia de la tipo I, los enfermos no son
insulino-dependientes, ya que el organismo desarrolla resistencia a las
acciones de la insulina, impidiendo el transporte de glucosa al musculo y tejido
adiposo, por lo que la glucosa se acumula en la sangre (OMS, 2015). Las
personas con diabetes tipo Il pueden tener sintomas similares a los que
presentan los enfermos de diabetes tipo I, pero menos evidentes.
Frecuentemente, no presenten sintomas y son diagnosticados muchos afios
después de que comienza la enfermedad, por lo que casi la mitad de las
personas diagnosticadas con diabetes tipo Il no se dan cuenta de su condicion
(World Health Organization, 2015).

Dentro de las principales causas por las cuales se presenta la diabetes
se encuentran el sedentarismo, la alimentacion, la obesidad, la etnicidad, la
edad, entre otras. Consecuente a estas causas, de acuerdo con datos
estadisticos establecidos por la Federacion Internacional de Diabetes, se
estimo que en el mundo habia mas de 415 millones de personas con diabetes
en el 2015 y que en América del Norte existen mas de 44.3 millones de

personas diagnosticadas como se muestra en el esquema 1 (FID, 2015).
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Esquema 1.- Prevalencia de la diabetes a nivel mundial. Tomado y modificado de

Federacion Internacional de Diabetes (FID, 2015).

En nuestro pais, en el afio 2014, se presentaron mas de 10 millones de
personas diagnosticadas con diabetes, mientras que en el 2013, el Consejo
para la Prevencion Contra Accidentes (CONAPRA), establecié que dentro de
las 10 causas mas frecuentes de mortalidad, la diabetes ocupa el primer lugar
por encima de las enfermedades del corazén, asi como las enfermedades
cerebrovasculares, como se muestra en el grafico 1. En México, la DM es la
primera causa de muerte desde el afio 2000. Aparentemente, la mortalidad en
México es mas alta en mujeres mayores de 55 afios, aunque hay reportes de

tasas superiores en el género masculino (Gutiérrez-Vazquez et al., 2006).
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Grafico 1.- Causas de mortalidad de mayor frecuencia en México. Consejo
Nacional para la Prevencion Contra Accidentes (CONAPRA, 2013). Tomado de

conapra.salud.gob.mx.

En Michoacén, la diabetes es la primera causa de muerte y va en
aumento cada afio. En la actualidad, unas 108 mil personas padecen esta
enfermedad y de esta cifra el 55% presenta diversas complicaciones
(ENSANUT, 2016).

1.2. Complicaciones durante la DM

El incremento de los niveles de glucosa en la sangre (hiperglucemia), es
el efecto comun de la diabetes descontrolada, con el paso del tiempo la
enfermedad puede causar dafos, disfuncién e insuficiencia de diversos
organos, las complicaciones de la diabetes son potencialmente devastadoras y
a menudo son una amenaza para la vida. Las complicaciones diabéticas
incluyen infecciones de la piel, la enfermedad coronaria, el dafio cardiaco, la
arteriosclerosis, la nefropatia, la retinopatia diabética, el pie diabético, la
neuropatia diabética asi como higado graso (Giacco et al., 2010; Raza et al.,
2011; FID, 2015).

1.3. El dafio hepatico durante la diabetes

El higado es uno de los principales 6rganos que se afectan durante la
diabetes, ya que se encarga de una amplia gama de funciones organicas,

como por ejemplo: presenta un importante papel en la digestion, regula la



produccion, almacenamiento y liberacion de glucosa, triacilglicéridos vy

colesterol, entre otros (Franciscus et al., 2008).

En condiciones de gluconeogénesis excesiva en el higado, se contribuye
a un constante estado de hiperglucemia en la diabetes. El incremento crénico
de los niveles de glucosa tiene un impacto negativo en el higado debido a que
produce depdsitos excesivos de glucdégeno, asi como esteatosis (Hao et al.,
2011), lo cual esta relacionado con alteraciones en el metabolismo de lipidos
(Almon et al., 2009). Estas complicaciones estan asociadas a un incremento en
el estrés oxidativo debido al constante estado de hiperglucemia que se

presenta durante la diabetes.

1.3.1. Enfermedad Hepatica No Alcohdlica

La enfermedad hepatica no alcohdlica (EHNA) comprende un conjunto
de alteraciones que ocurren en el higado ocasionadas por la desregulacion del
metabolismo de lipidos y carbohidratos. Estas alteraciones promueven el
desarrollo de esteatosis, que se presenta cuando hay una acumulacién
excesiva de triglicéridos, la esteatohepatitis, que se manifiesta por inflamacién
del higado, acumulacién de &cidos grasos y fibrosis y la cirrosis, que ocurre
cuando hay un aumento de fibrosis (Musso, 2011).

Los eventos que dan lugar a la progresion de la EHNA se han englobado
en la “teoria de los hits”, la cual establece que la resistencia a la insulina o la
diabetes ocasionan una acumulacién hepatica de triglicéridos, lo que ocasiona
la inhibicién de la lipdlisis y un incremento en la lipogénesis de novo, dando
lugar a la esteatosis (primer “hit”). La resistencia a la insulina en el higado y en
el tejido adiposo provoca una excesiva disponibilidad de glucosa, lo que origina
una alta proporcion en la relacion NADH/NAD* y un aumento en la generacion
de especies reactivas de oxigeno en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial. Las ERO y la acumulacion hepética de triacilglicéridos, favorecen
la peroxidacién de lipidos por lo que aumentan las concentraciones de
productos finales de la peroxidacion lipidica como el malondialdehido (MDA), el
cual estimula la sintesis de colageno y el 4-hidroxinonenal, que desencadena la
inflamacion activando la interleucina-6 y la via TNF-a; estos eventos provocan

esteatohepatitis el cual es el segundo “hit”. Cuando se inhibe la regeneracién

4



de los hepatocitos, se produce fibrosis, lo que da lugar a cirrosis, el tercer “hit”

(Bulum et al., 2011; Dowman et al

., 2015).
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Esquema 2.- “Teoria de los Hits”. Esteatosis (ler hit), Esteatohepatitis (2° hit),
Cirrosis (3r hit). Tomado y modificado de Dowman et al., 2015.

1.4. Cadenade transporte de electrones

Durante la EHNA se produce un exceso de especies reactivas de
oxigeno en la cadena de transporte de electrones, debido a la disfuncién
mitocondrial (Giacco et al., 2010; Dowman et al., 2015).

La mitocondria es la principal fuente productora de ATP en células
eucariotas. La energia necesaria para la produccion del ATP se genera por la
cadena transportadora de electrones, la cual consta de cuatro complejos

multiproteicos:

e Complejo | (NADH deshidrogenasa). Es una proteina en forma de L,
es el méas grande de los complejos al estar formado por 45 subunidades,
de las cuales, 14 estan involucradas en su catélisis, mientras que el

resto, son consideradas subunidades accesorias. Contiene un flavin



mononucleotido (FMN) el cual esta involucrado en la oxidacion del
NADH y 8 centros hierro-azufre (2 binucleares y 6 tetranucleares), los
cuales transfieren los electrones hasta el sitio de unién a ubiquinona
(Wirth et al., 2016). EI NADH es el donador de electrones, el FMN los
acepta y se reduce a FMNH2. Se transfieren los electrones desde el
FMNH: a los centro Fe-S; posteriormente, los electrones se transfieren a

la coenzima Q (ubiquinona) (Mckee et al., 2003).

Complejo Il (succinato deshidrogenasa). Es la unica enzima del ciclo
de Krebs unida a la membrana interna mitocondrial. Pertenece a una
familia de enzimas de membrana que cataliza la oxidacion del succinato
a fumarato y transfiere los electrones del FADH2 hacia la ubiquinona
(Pardo et al., 2001).

Complejo Il (ubiquinona: citocromo c¢ oxidorreductasa). Esta
constituido por dos citocromos de tipo b, un citocromo c1 y un centro Fe-
S. Se encarga de transferir dos electrones desde un quinol de
relativamente bajo potencial redox a un citocromo ¢ y bombea cuatro
protones al lado electropositivo de la membrana por cada par de
electrones transferidos a dos moléculas de citocromo c; esto ocurre
debido a que la UQ es liposoluble, difunde dentro de la membrana
interna entre los donadores de electrones de los complejos | o Il y el
aceptor del complejo Ill. La transferencia de los electrones comienza con
la oxidacion bifurcada de la UQH: por la proteina Fe-S del complejo Il
Posteriormente, esta proteina reducida transfiere un electron al
citocromo ci1, el cual lo transfiere luego al citocromo c. El electron
restante se transfiere al citocromo b a través de sus grupos hemo b de
alto y bajo potencial. Durante este proceso, se traslocan de manera neta
4 protones por cada par de electrones transferidos al citocromo ¢ usando

la energia de las reacciones redox que ocurren en el complejo.

Complejo IV (citocromo c oxidasa). Posee entre seis y trece
subunidades, dependiendo de la especie. Puede tener también dos

atomos de cobre, ademas de los atomos de hierro de los hemos de los



citocromos a y as. El atomo de hierro del cit as esta asociado a un &tomo
de cobre denominado CuB, mientras que el otro atomo de cobre, el CuA
se encuentra cerca del cit a. Este complejo transfiere los electrones
desde el citocromo c hasta el Ultimo aceptor de los electrones, el

oxigeno, que se reduce a agua. (Trumpower, 1990; Mckee, 2003).

F1Fo-ATP sintasa. Esta formada por dos componentes principales, que
son proteinas multiméricas. EI componente Fo contiene tres tipos de
proteinas integrales de membrana, designadas a, b y c. Las
subunidades a y b estan rigidamente concentradas entre si, mientras
que la subunidad c compone un anillo con forma de rosquilla en el plano
de la membrana. La porcion de la subunidad F1 es un complejo soluble
en agua de polipéptidos distintos con la composicién a333yde (Jarvey et
al., 2006). Esta enzima funciona en forma reversible: puede sintetizar
ATP usando la fuerza protomotriz generada por el potencial de
membrana (Ay) a través de la membrana y puede hidrolizar ATP para

bombear protones contra un gradiente electroquimico (Voet et al., 2007).

La CTE esta conformada también por componentes esenciales para su

funcionamiento como son:

Coenzima Q. Es una molécula soluble en solventes organicos, se
encuentra en la membrana interna mitocondrial y tiene la capacidad de
oxidarse y reducirse (Jiménez, 2003). También es conocida como
ubiquinona (UQ), la que se reduce de manera sucesiva a
ubisemiquinona (UQH") y finalmente a ubiquinol (UQH2). Acepta un par
de electrones del NADH o el FADH:2 a través del complejo | y I,

respectivamente (Vasudevan, 2011).

Citocromos. Los electrones se transfieren desde los equivalentes
reductores NADH o FADH: hacia el aceptor final de electrones, el
oxigeno, a traves de los citocromos en el siguiente orden: b, c1, ¢, ay as.
Los diversos citocromos tienen grupos hemo y ligandos axiales
ligeramente distintos, lo cual genera diferentes ambientes para el ion Fe,

por ello, cada citocromo tiene un potencial de reduccion diferente, o



tendencia a aceptar un electréon; una propiedad importante que dicta el

flujo unidireccional de los electrones a lo largo de la cadena.

Los complejos | y Il tienen la funcion de oxidar los equivalentes
reductores provenientes del metabolismo; el NADH es oxidado en el complejo |,
mientras que el FADH2 en el complejo Il. Los electrones provenientes de estas
reacciones son transportados al complejo Il por la ubiquinona que funciona
como acarreador movil de electrones. EI ubiquinol formado es oxidado a
ubiquinona por el complejo Ill, el cual transfiere un electron al citocromo c. Este
es oxidado por el complejo 1V siendo el aceptor final de electrones el Oz, el cual
se reduce para formar H20. Las reacciones redox en los complejos I, Il 'y IV
estdn acopladas a una translocacion de protones de la matriz mitocondrial
hacia el espacio intermembranal dando lugar a un potencial electroquimico AY,
el cual impulsa a la FiFoATPasa para generar ATP a partir de ADP y Pi (Karp,
2005).

O
H+ H+ H+ Membrana Externa
Cyt ¢

.',‘.!‘?‘- P'E"‘ XN ....’.

OO 2
ATP
Sintasa MADH o H.O
MNAD +H"
T+ ATP h
H clo de Krehd

Matriz

Succinato

Fumarato

Membrana interna
A ........(.L.?

‘)lel.ll....lillllll.l...
.....'.l.'.'l.!......l.. O

Esquema 3.- Complejos de la cadena transportadora de electrones y la ATP
sintasa. Complejo | (NADH deshidrogenasa), Complejo Il (Succinato deshidrogenasa),
Complejo Il (Citocromo c oxidorreductasa) y Complejo IV (Citocromo c oxidasa).

Tomado y modificado de wikibooks.org (2014).



En la cadena de transporte de electrones la respiracion mitocondrial se
presenta cuando se evalla en los estados 3 (alto contenido de ADP y sustrato)
y 4 (bajo contenido de ADP y alto de sustrato) para calcular el control
respiratorio (velocidad en estado 3/estado 4). El mismo es funcion del grado de
acoplamiento mitocondrial y es un indicador de la integridad mitocondrial. Las
condiciones a las cuales se presentan los estados correspondientes a la

respiracion mitocondrial se muestran en la tabla |.

ESTADO NIVEL DE NIVEL DE VELOCIDAD TASA DE

ADP SUSTRATO DE COMPONENTE
RESPIRACION LIMITANTE
1 Bajo Bajo Baja Aceptor de
fosfato
2 Alto Cercano a Baja Sustrato
cero
3 Alto Alto Rapida Cadena
respiratoria
4 Bajo Alto Rapida Aceptor de
fosfato
5 Alto Alto Nula Oxigeno

Tabla 1.- Estados de respiracion mitocondrial. Propiedades de los estados de

respiracion mitocondrial. Tomado y modificado de Hroudova et. al., (2014).

1.5. Especies reactivas de oxigeno

Durante el proceso de la produccion de ATP en la cadena transportadora
de electrones, se producen especies reactivas de oxigeno debido a la fuga de
electrones en los sitios redox de los complejos | y Ill, que bajo condiciones
fisiolégicas se neutralizan por sistemas antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos con lo que se preserva la integridad mitocondrial (Giacco et al.,
2010). La generacion de ERO se favorece por un aumento en la relacion
NADH/NAD*, por la disminucion en la actividad de uno de los complejos
respiratorios debido a algin dafio en alguna de sus subunidades, por la
peroxidacién de lipidos de membrana, o también por la pérdida de grupos
hemo o los centros Fe-S. Los componentes del potencial electroquimico, el
ApH'y el AW son de vital importancia para el buen funcionamiento mitocondrial

ya que pueden modular la generacién de ERO.



La diabetes es una enfermedad que se caracteriza por un aumento en la
generacion de ERO, lo cual comienza en etapas muy tempranas de la
enfermedad y aumenta mientras progresa (Wiernsperger, 2009). Las
complicaciones de esta enfermedad estan asociadas a un incremento en el
estrés oxidativo debido al constante estado de hiperglucemia. En mitocondrias
de higado de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ) se ha
encontrado una disminucién en la actividad de la CTE y una alta produccion de
ERO (Ortiz-Avila et al., 2015).

Durante la diabetes, la sobreproduccion mitocondrial de anién
superoxido (O27), se ha relacionado con la disminucion de los sistemas
antioxidantes al activar distintas vias que estan relacionadas con el aumento
del estrés oxidativo (Rolo et al., 2006). Estos mecanismos descritos a
continuacion convergen en la sobreproduccion mitocondrial de O2™, haciendo
que la hiperglucemia estimule un incremento del potencial transmembranal
mitocondrial, con bloqueo del transporte de electrones, aumento de la vida
media de la ubisemiquinona y reduccion parcial del Oz (Sanchez et al., 2009).
Dentro de estos mecanismos a través de los cuales la hiperglucemia puede
inducir disfuncién, se encuentra el aumento de la formacion de sorbitol, seguido
de una reduccion de la disposicion de NADPH afectando la regeneracién de
glutation reducido (GSH), por lo que se incrementa la actividad de la via de los
polioles. Por otro lado, en condiciones de hiperglucemia existe una alta
produccioén de productos finales de glicosilacién avanzada (AGE), estos causan
gran deterioro ya que modifican proteinas intracelulares, proteinas que son
componentes de la matriz extracelular y proteinas plasmaticas, lo que
promueve la produccion de ERO. Ademas, promueven la inflamacion con
expresion de citocinas y factores de crecimiento (IL-1, IGF-1, TNF-a, TGF-B)
cuando existe una interaccidén de los AGE con sus receptores. Por otro lado, la
acumulacion intracelular excesiva de glucosa aumenta la actividad de la via de
las hexosaminas, causando un aumento de UDP-N-acetilglucosamina, que
modifica al factor de transcripcion Sp-1, con aumento de TGF-a, TGF-B1 y PAI-
1. Por ultimo, la alta concentracion de glucosa provoca una elevacién en las
concentraciones celulares de diacilglicerol (DAG), que es un activador de la

PKC. Esta activacion reduce la expresion de oxido nitrico sintasa endotelial,
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aumenta la expresion de factores de crecimiento, activa a NFkB y a varias

NAPDH oxidasas y estimula la actividad de MAP-cinasa (Gonzalez, 2009).

1.6. Flujo reverso de electrones

Las ERO se producen como se menciond con anterioridad, por algun
dafio en alguno de los componentes de la CTE, pero también se pueden
producir mediante el flujo reverso de electrones. Este proceso se presenta
cuando la relacion NADH/NAD™* es alta, cuando el Ap de la membrana interna
mitocondrial es alto y cuando hay succinato disponible para su oxidacion en el
complejo Il y la formacion de ubiquinol (Pryde y Hirst, 2011). El aumento en la
relacion NADH/NAD™* ocasiona un cambio en el potencial redox en el par
NADH*/NAD, que disminuye la oxidacion del NADH en el FMN y favorece la
reduccion parcial del Oz en O2". Asi, el exceso de succinato estimula la
reduccion de la coenzima Q por el complejo Il, la cual a su vez es oxidada por
el complejo | y los electrones son transportados hacia el Oz via el FMN para la
formacion del radical superoxido O2". El potencial de membrana alto provee la
energia para que los electrones se transfieran de manera reversa en contra del
gradiente de potencial redox de los componentes de la CTE (Hulbert et al.,
2007).

NADH /i{
NAD" ’
U O,

4

SDH |

T

ok,

SOD
HO, S=—< .

Rotenona \ Citocromo C

ASSAY S

Esquema 4.- Flujo reverso de electrones cuando se presenta la oxidacion del
succinato por la succinato deshidrogenasa (SDH). La alta fuerza protonmotriz y
el ubiquinol (QH2) altamente reducido, provocan que los electrones sean
empujados termodinamicamente cuesta arriba en el complejo | (transporte de

electrones reverso) reduciendo NAD* a NADH, ocasionando que el O, actle
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como aceptor de electrones, dando lugar al radical superoxido (O2"). Tomado y
modificado de Hulbert et al., 2007.

1.7. Dafo oxidativo de los complejos

La generacion de ERO favorece la disfuncién de la mitocondria en la cadena
transportadora de electrones, ocasionando diversos dafios como los que se

describen a continuacion:

1.7.1. Dafo oxidativo en lipidos

Se ha demostrado que las ERO son las causantes de la disfuncién de la
mitocondria, ya que causan la peroxidacion de los lipidos que conforman la
membrana mitocondrial. Uno de los lipidos blanco es la cardiolipina, un
fosfolipido dimérico estructuralmente dnico, situado en la membrana
mitocondrial interna donde es necesario para la funcion mitocondrial 6ptima; es
rico en acidos grasos insaturados, casi un 90% de su conformacién por el acido
linoleico, por lo que debido a lo anterior y a su ubicacion en la membrana
mitocondrial interna, es un blanco de ataque de las ERO. En el complejo |, se
ha evidenciado que la cardiolipina es indispensable para la transferencia de
electrones y la disminucién de su concentracion en la membrana provoca que

este complejo produzca Oze- (Hoch, 1992; Schlame et al., 2000).

En ratas con isquemia/reperfusion cardiaca o con esteatosis hepéatica, se
ha observado una disminucién de la actividad del complejo I, debido a la
pérdida y peroxidacion de la cardiolipina (Paradies et al., 2014; Petrosillo et al.,
2007).

I I
CHz—O—C —R1 ?Hz‘—‘o —p _O—CH2
R2—C—O—(l.‘.—H o} HO-?—H o HC—0—C—R,
CHQ-O_lp Q—CH, HC—0—C —R,
o l

O
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Esquema 5.- Estructura de la cardiolipina. Dos moléculas de fosfatidilglicerol
se enlazan con un glicerol central. La forma dimérica se enlaza con cuatro
cadenas de &cidos grasos. Generalmente, estos grupos acilo corresponden a
cadenas lipidicas de 18 carbonos con 2 enlaces insaturados en cada una de

ellas. Tomado de Bioquimica de T. M. Devlin.

1.7.2. Oxidacién de grupos tioles

La oxidacion de grupos tioles es un importante mecanismo de regulacion
redox en la mitocondria, ya que estas reacciones activan o desactivan
proteinas en los complejos respiratorios. La formacion regulada de disulfuros
entre los tioles proteicos y el disulfuro de glutation en respuesta a cambios
redox del entorno actlia como un interruptor reversible de la misma manera que

la fosforilacion de proteinas (Schafer et al., 2002).

En el proceso de la oxidacion de tioles, puede suceder la formacién de
puentes disulfuro entre los tioles de cisteinas cercanas dentro de una proteina
(Taylor et al., 2003). Otra reaccion sucede cuando disminuye la proporcion de
glutatiéon (GSH) a disulfuro de glutation (GSSG) debido a un incremento en la
generacion de ERO, lo que provoca que los tioles de cisteinas libres de
proteinas reaccionen con el GSSG, modificando asi su actividad (Cassagrande
et al., 2002). Dentro de las mitocondrias, el Oz se convierte en H202, mediante
la catalasa y después es reducido a expensas de GSH. Esto incrementa la
concentracion de GSSG vy la posibilidad de que esta uUltima especie reaccione
con tioles de cisteinas libres de proteinas. Este mecanismo, denominado
glutationilacion de proteinas, contribuye a la respuesta mitocondrial a los
cambios redox del entorno (Esquema 6) (Taylor, 2003). Por ejemplo, este
mecanismo modula la actividad del complejo | durante el estrés oxidativo al
glutationalizarse dos de sus cisteinas libres. No obstante que este proceso
disminuye su actividad, se cree que es un mecanismo para evitar la
inactivacion irreversible del complejo ya que impide la oxidacion de los grupos
—-SH a formas altamente oxidadas como el acido sulfinico, mientras que la
glutationilacion puede ser revertida por la glutarredoxina 2 o la tiorredoxina 2 a
expensas de GSH (Taylor et al., 2003).
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Mitocondria

Glutation Estrés /.
reductasa oxidativo MRSOD

Esquema 6.- Modelo de interaccion del glutation con el complejo | cuando
aumenta la produccion de superéxido mitocondrial. La transferencia de
electrones a través del complejo | a partir de NADH a través de FMN y centros
Fe-S a ubiquinona (Q) en la membrana mitocondrial interna. El estrés oxidativo
desplaza el equilibrio del sistema glutation reducido (GSH) al incrementar la
cantidad de glutation disulfuro (GSSG). EI GSSG puede formar disulfuros
mixtos (GSS/alfa) con tioles (HS/beta) que conducen a un aumento de la
formacion del radical superéxido (O2). Este aumento en la formacion de
superoxido se revierte al romper el disulfuro mixto por la glutaredoxina (Grx) o

tiorredoxina (Trx). Tomado y modificado de Taylor et al., 2003.

1.8. El aceite de aguacate

El aguacate es el fruto del arbol Persea americana. El aguacate tuvo su
origen en la parte central de México y Guatemala aproximadamente en los
afios 8,000-7,000 a.C. México es el principal productor de aguacate a nivel
mundial, produciendo 1.2 millones de toneladas al afio del cultivar Hass (Ortiz-
Avila et al. 2017). En cuanto al aporte nutricional, una porcion de 100g de
aguacate contiene 23g de lipidos mayormente acidos grasos monoinsaturados,
2g de proteina, 1g de carbohidratos y no contiene colesterol (Morillas-Ruiz et
al., 2012).

Para la produccion del aceite, el aguacate es cosechado y seleccionado,
una vez el fruto sin piel y sin semilla recibe un tratamiento de maceracion en
frio, por lo que la pulpa recibe los procesos de decantacion, centrifugado y

fitrado para obtener un aceite de alta pureza que conserva todas las
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propiedades del aguacate, éste tiene un alto contenido de acidos grasos
monoinsaturados y saturados, entre los que destaca el &cido oleico en mayor
cantidad en su composicion (Grafico 1), éste contiene grandes beneficios para
la salud ya que aumenta las HDL en sangre y disminuye las LDL, por lo que
ejerce una accion beneficiosa sobre el sistema vascular y el corazon,
reduciendo asi, el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, ademas
tiene efectos beneficiosos sobre la salud hepética y previene la formacion de
calculos biliares (dos Santos et al. 2012). Por otro lado, es resistente al dafio
por peroxidacion lipidica y por esta razén se le ha atribuido otros efectos
benéficos como la mejora del indice aterogénico en pacientes con colesterol
normal, con hiperlipidemia, con hipertrigliceridemia y con diabetes mellitus tipo
2 (Alvizouri et al., 2009).

40

% de Acidos Grasos

20+

u - ——
16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 NI
Gréfico 1.- Composicion de acidos grasos contenidos en el aceite de aguacate.

Acido palmitico (16:0), acido palmitoleico (16:1), acido estearico (18:0), acido
oleico (18:1), acido linoleico (18:2), acido linolénico (18:3), NI: no identificados.
(Ashton et al., 2006; Ortiz-Avila et al., 2017; Morales-Solorio, 2015, Tesis de

Licenciatura).

Dentro de la composicion del aceite de aguacate, se ha reportado que
posee una amplia variedad de compuestos bioactivos tales como la luteina, el
B-sitosterol los a y B-carotenos, la anteraxantina, la neoxantina, la zeaxantina,

la violaxantina y la B-criptoxantina, asi como 18 tocoferoles (alfa y gamma) y
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las clorofilas a y b. EI mas abundante de estas moléculas antioxidantes es la
luteina (Ashton et al., 2006).

Se ha demostrado que el aceite de aguacate tiene efectos benéficos en
mitocondrias de higado de ratas diabéticas. La diabetes disminuye la actividad
del complejo | de la CTE, aumenta al doble la produccion de ERO vy la
peroxidaciéon de lipidos y disminuye el cociente GSH/GSSG debido a un
aumento en el GSSG y disminucion del GSH. Ademas, la diabetes aumento los
niveles de triglicéridos y colesterol en sangre. Todas estas alteraciones fueron
normalizadas por la administracion del aceite de aguacate en la dieta (Ortiz-
Avila et al., 2015). No obstante lo anterior, se desconoce si los efectos del
aceite en el complejo | fueron debidos a una disminucién en las alteraciones
inducidas por la diabetes posiblemente en la cardiolipina o el estado redox de
los tioles, ni si la diabetes induce un aumento en la produccion de ERO el flujo
hacia adelante o el flujo reverso de electrones.
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2. JUSTIFICACION

La diabetes es un factor que desencadena la EHNA y no existen

tratamientos farmacoldgicos contra esta complicacion.

La disfuncion mitocondrial y la produccion de ERO tienen un papel

central en el desarrollo de la EHNA.

El aceite de aguacate disminuye la actividad del complejo I, la
produccion de ERO y la peroxidacion de lipidos, los cuales son eventos
importantes en la teoria de los hits que explican como se desarrolla la
EHNA.

Sin embargo, no se conoce la naturaleza del dafio oxidativo producido
sobre la CTE ni el blanco mediante el cual el aceite de aguacate
disminuye dicho dafio ni la produccion de ERO en mitocondrias de

higado de ratas diabéticas
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3. HIPOTESIS

El aceite de aguacate disminuye la produccién de ERO en mitocondrias de
higado de ratas diabéticas al disminuir las alteraciones en la cardiolipina y el
estado redox de los grupos tioles del complejo I.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Analizar la relacion entre la actividad del complejo I, la produccion de ERO y las
alteraciones en el estado redox de los tioles y en la cardiolipina, en el efecto del

aceite de aguacate en mitocondrias de higado de ratas diabéticas.

4.2. Objetivos particulares

1. Determinar el papel de la cardiolipina y el estado redox de los grupos tioles
de los complejos en la disminucién de su actividad en mitocondrias de

higado de ratas diabéticas.

2. Determinar el sentido del flujo de electrones involucrado en la formacion de

ERO en mitocondrias de higado de ratas diabéticas.

3. Determinar el papel de la cardiolipina y el estado redox de los grupos tioles

de los complejos en la produccién de ERO de la CTE.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Modelo Experimental

Se utilizaron ratas Wistar macho, de entre 300-350 g de peso corporal,
las cuales fueron alimentadas con una dieta especial para roedores y agua. Se
mantuvieron en un bioterio bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y

temperatura controlada.

La diabetes fue inducida en ratas sometidas a un ayuno previo de 12
horas, mediante una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (45
mg/Kg). Cinco dias después se realizo6 la medicién de los niveles de glucosa,
los animales con niveles de glucosa mayores de 150 mg/dL fueron usados para
conformar los grupos diabéticos.

Se siguieron las recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana
expedida por la Secretaria de Agricultura en el péarrafo de Regulaciones
Federales para el Uso y Manejo de Animales (NOM-062-ZO0-1999).

5.2. Disefo Experimental

Las ratas fueron divididas en cuatro grupos de 9 ratas cada uno; Grupo
1: control, Grupo 2: diabético, Grupo 3: control + aceite de aguacate y Grupo 4:
diabético + aceite de aguacate. Los grupos 3 y 4 recibieron una dosis de 1
mL/250 mg de peso de aceite de aguacate marca Ahuacatlan (Diricom, S.A de
C.V.) (Ortiz-Avila, 2015). La administracién se realizé via oral durante un
periodo de 90 dias, los grupos 1 y 2 recibieron Unicamente agua. Durante el
periodo de la administracién cada quince dias se pesaron los animales y se
realiz6 la medicion de los niveles de glucosa en sangre utilizando un
glucémetro ACCU-CHEK® para todos los grupos. Después de 90 dias de

tratamiento las ratas fueron sacrificadas por decapitacion.
5.3. Aislamiento de mitocondrias

Las mitocondrias de higado se aislaron mediante centrifugaciéon
diferencial con el método modificado por Saavedra-Molina y Devlin (1997).

Para obtener las mitocondrias, el higado fue triturado y lavado con medio 1
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(220 mM manitol, 70 mM sacarosa, 2 mM MOPS y 1 mM EGTA, a pH 7.4). Los
fragmentos fueron homogeneizados y centrifugados a 2000 rpm y el
sobrenadante se centrifugé nuevamente a 7500 rpm y la pastilla resultante fue
lavada con medio 2 (220 mM manitol, 70 mM sacarosa y 2 mM MOPS, a pH
7.4) y centrifugada a 9000 rpm. Finalmente, la pastilla se re-suspendié en
500uL de medio 2. Todas las centrifugaciones se realizaron durante 10 minutos
a 4°C. La concentracion de proteina mitocondrial fue determinada mediante el

método de Biuret.
5.4. Actividad de los complejos de la CTE

Las actividades de los complejos de la CTE (ll, Il y IV) fueron
determinadas en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18 UV/VIS a
temperatura ambiente utilizando sustratos e inhibidores especificos para cada
complejo y mitocondrias solubilizadas con Tritdn 10% en un buffer hipotdnico;
la determinacién de la actividad del complejo | fue llevada a cabo en un
espectofotdmetro Shimadzu UV-2550 a temperatura ambiente, las mitocondrias

no fueron solubilizadas.

5.4.1. Actividad de la NADH deshidrogenasa (complejo I)

Se utilizaron 0.1 mg de proteina mitocondrial/mL en un volumen de 2 mL
de buffer de fosfato (50 mM KH2POa4, pH 7.6), se incubaron durante cinco
minutos con 1mM de KCN y 1ug de antimicina A. Al finalizar la incubacion se
agregaron 5mM de ferrocianuro de potasio el cual actia como aceptor de
electrones y se comenzo la lectura en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 340nm, transcurrido un minuto se adicion6 1mM de NADH y se
continud el registro. La actividad se calculé de la pendiente obtenida después
de la adiciéon del NADH, UTILIZANDO mediante el coeficiente de extincion
molar para el NADH de 6220 M1 cm™ (Hallberg et al., 1993)).

5.4.2. Actividad de la succinato deshidrogenasa (complejo II)

Se utilizaron 0.3 mg de proteina mitocondrial/mL en un volumen de 1mL
de buffer de fosfato (50 mM KH2POas, pH 7.6), se incubaron durante cinco
minutos con 1mM de rotenona, 1ug de antimicina Ay 1ImM de KCN. Al término

de la incubacion se agregaron 80uM de DCIP y se comenzo la lectura en el
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espectrofotometro a una longitud de onda de 600nm, transcurrido un minuto se
agregé 10mM de succinato y se continué el trazo para medir la reduccion del
DCIP el cual actia como un aceptor artificial de electrones durante cuatro
minutos mas. La actividad se calcul6 restando la pendiente obtenida previo a la
adicion del succinato a la pendiente obtenida después de la adicion de este
sustrato, utilizando el coeficiente de extincién molar del DCIP de 1.85 x 104 M!
cm™ (Hallberg et. al., 1993).

5.4.3. Actividad del succinato-citocromo c oxidorreductasa (complejo Il -

1)

Se utilizaron 0.1 mg de proteina mitocondrial/mL en un volumen de 1mL
de buffer de fosfato (50 mM KH2POas, pH 7.6), se incubaron cinco minutos con
1mM de rotenona y 1mM de KCN. Al término de la incubacién se agregaron
1.5mg de citocromo ¢ y se comenz6 la lectura en el espectrofotbmetro a una
longitud de onda de 550nm, transcurrido un minuto se agregé 10mM de
succinato y se continu6 el trazo durante dos minutos mas, durante los cuales
se midio la reduccion del citocromo c. La reaccion se detuvo al agregar 1ug de
antimicina A la cual es un inhibidor del complejo Ill. La reduccién del citocromo
c sensible a antimicina se calculé restando la pendiente del trazo en presencia
de succinato a la pendiente obtenida en presencia de succinato + antimicina A.
usando el coeficiente de extincion molar de citocromo ¢ de 19.1 mM™cm™
(Hallberg et. al., 1993).

5.4.4. Actividad citocromo c oxidasa (complejo IV)

Se utilizaron 0.1 mg de proteina mitocondrial/mL en un volumen de 1mL
de buffer de fosfato (50 mM KH2POas, pH 7.6), se incubaron cinco minutos con
1mM de rotenona y 1ug de antimicina A. Al término de la incubacién, se
comenzo la lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 550nm,
transcurrido un minuto se agreg6é 1.5mg de citocromo c reducido con unos
granos de ditionita de sodio y se continu6 el trazo durante 25 segundos durante
los cuales se midio la oxidacion del citocromo c. La reaccion se detuvo al
agregar 1ImM de KCN el cual es un inhibidor del complejo IV. reduccion del
citocromo c sensible a antimicina. La actividad se calcul6 restando la pendiente

del trazo en presencia de citocromo c reducido a la pendiente obtenida en
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presencia de KCN. Usando el coeficiente de extincion molar de citocromo ¢ de
19.1 mMicm™ (Hallberg et. al., 1993).

5.5. Papel de la cardiolipina en la actividad del complejo |

5.5.1. Preparacion de liposomas de cardiolipina

Se utilizaron 1.7 mg de cardiolipina en 1 mL de de buffer 25 mmol/L de
fosfato monobésico (pH 6,7) y se llevd a sonicacidon bajo corriente de N2 en un
sonificador Branson (modelo 250) durante seis ciclos de 2.5 minutos a 40 W.
(Paradies et. al., 2014).

5.5.2. Fusion liposoma - mitocondrias

Se adicion6 1 mL de liposomas recién sonicados en buffer de fosfato a
pH 6.7 a 1 mg de mitocondrias a 30°C con agitacion constante durante 40
minutos, posteriormente las mitocondrias ricas en fosfolipidos se centrifugaron
a 10,700 rpm durante 20 minutos para eliminar el excedente de fosfolipidos y
se procedié a un lavado con buffer de fosfato (pH 6.7). Se llevé a cabo una
segunda centrifugacién durante 10 minutos y el sedimento mitocondrial se lavo
y se resuspendioé en un medio de 250 mmol/L de sacarosa y 10 mmol/L de Tris
(pH 7.4) (Paradies et al., 2014).

5.5.3. Actividad del complejo I con cardiolipina

Se llevé a cabo la determinacion de la actividad del complejo | con
mitocondrias enriquecidas con cardiolipina utilizando 0.1 mg/mL de proteina
mitocondrial en un volumen de 2 mL de buffer de fosfato (50 mM KH2PO4, pH

7.6) El resto del procedimiento se realizé como se describié anteriormente.

5.5.4. Reduccion de los grupos tioles del complejo |

Para llevar a cabo ésta metodologia se utilizd el reductor de grupos

tioles B-mercaptoetanol a concentraciones de 25uM y 50uM para determinar la

23



actividad del complejo I. Se utilizé 0.1 mg/mL de mitocondrias en un volumen
final de 2 mL con buffer de fosfato (50 mM KH2POg4, pH 7.6), se incubaron
durante 15 minutos con el reductor de grupos tioles (Cortés-Rojo, et. al., 2007).
Posterior a esto, la determinacion de la actividad del complejo | se realiz6 como

se describi6é anteriormente.

5.6. Produccion de especies reactivas de oxigeno

Esta determinacion se realizé evaluando la oxidacion por las ERO de la
sonda fluorescente 2°7"-diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCDHF-DA),
la lectura de la fluorescencia se realizé a una A de excitacion de 491 nm y una A
de emisién a 518 nm en un espectrofluorémetro Shimadzu RF-5301. Se utilizé
0.5 mg/mL de suspension de mitocondrias aisladas y 5uL de DCDHF-DA (500
mM) para obtener un volumen final de 2mL, aforando con medio 2 de
aislamiento de mitocondrias y se llevo a agitacion durante 20 minutos en un
bafio de hielo. Para determinar las ERO en tiempo real se llevé a cabo la
siguiente metodologia:

e Produccion de especies reactivas de oxigeno a partir del complejo
I: Una vez incubada la muestra, se inici6 la lectura de la fluorescencia y
después de 1 min se afadi6 una concentracion de 10 mM de
glutamato/malato como sustrato del complejo | y se midié el incremento
de la fluorescencia durante 19 minutos. La velocidad de generacién de
ERO se expres6 como el cambio de unidades arbitrarias de
fluorescencia (U.A.F.) por mint por mg proteina.

e Produccion de especies reactivas de oxigeno en flujo reverso: Al
finalizar los 15 minutos de incubacion, se comenzo la lectura de la
fluorescencia y después de 1min se afiadio una concentracion de 10 mM
de succinato, se midié el incremento de la fluorescencia por 19 minutos.
La velocidad de generacion de ERO se expres6 como el cambio de
unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.F.) por min-t por mg proteina-
1.

e Produccion de especies reactivas de oxigeno del complejo IlI-lll: La
incubacion se llevo a cabo adicionando 2mM de rotenona durante 15
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minutos, una vez finalizada se inicid la lectura de la fluorescencia y
después de 1min se afiadié una concentracion de 10 mM de succinato,
se midio el incremento de la fluorescencia por 19 minutos. La velocidad
de generacion de ERO se expres6 como el cambio de unidades

arbitrarias de fluorescencia (U.A.F.) por min por mg proteina.

5.6.1. Produccién de especies reactivas de oxigeno en el complejo | con
cardiolipina y B-mercaptoetanol

Se llevé a cabo la preparacién y fusiébn de los liposomas con las
mitocondrias como se describié anteriormente, se utilizé 0.1 mg/mL de
mitocondrias enriquecidas con cardiolipina y 5uL de DCDHF-DA (500 mM) para
obtener un volumen final de 2mL aforando con medio 2 de aislamiento de
mitocondrias. Posteriormente, se incubd en un bafio de hielo con agitacion
constante durante 20 minutos, al minuto 5 se adicion6 [B-mercaptoetanol
(30mM). Una vez terminada la incubacion, se inici6 la lectura de la
fluorescencia, ésta se realizé a una A de excitacion de 491 nm y una A de
emision a 518 nm en un espectrofluorometro Shimadzu RF-5301, después de
1min se afiadié una concentracion de 10 mM de glutamato/malato y se midio el
incremento de la fluorescencia durante 19 minutos. La velocidad de generacién
de ERO se expres6 como el cambio de unidades arbitrarias de fluorescencia
(U.A.F.) por min't por mg proteina.

5.7. Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media * el error estandar de
al menos 6 experimentos independientes. La significancia estadistica de las
diferencias entre las medias (P<0.05) se determind mediante la prueba de
ANOVA de dos vias, usando el test de Bonferroni como prueba post hoc, con el

programa estadistico Sigma Plot versiéon 11.
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6. RESULTADOS

6.1. Parametros fisiologicos de los animales de experimentacion.

Se midieron los niveles de glucosa en sangre durante los 90 dias de
tratamiento y se observo en el grupo diabético que la glucosa oscilaba entre los
350 y 400 mg/dL durante el tratamiento, mientras que en los ultimos 30 dias se
observa que la glucosa se estabilizé aproximadamente a 350 mg/dL. Por otro
lado, el consumo de aceite de aguacate produjo un ligero incremento de
glucosa en sangre en los ultimos 15 dias por arriba de los 400 mg/dL. En
relacion con el efecto del aceite de aguacate tampoco se observé alguna
disminucién sobre los niveles de glucosa en las ratas control que consumieron

el aceite de aguacate (Fig. 1).
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Figura 1.- Niveles de glucosa durante los 90 dias de tratamiento. Se realiz6 la
medicion de glucosa cada 15 dias. Los datos se presentan como la media +
e.e. de n=8 (ANOVA vy test post hoc de Bonferroni, P<0.05).

Con relacion a la masa corporal de las ratas, en el grupo control hubo un

incremento de peso conforme transcurrieron los dias de tratamiento. En
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contraste, el consumo del aceite de aguacate estabilizé el peso de las ratas a
partir de los 30 dias de su administracion, observandose una diferencia de
peso de aprox. 50 g entre los grupos Control y Control + aceite de aguacate al
final del tratamiento. Respecto a las ratas diabéticas, se observé una pérdida
gradual de peso conforme avanzo el estudio, observandose una disminucion de
alrededor de 80g al final del tratamiento. Este efecto fue disminuido por el

tratamiento con el aceite de aguacate (Fig. 2).
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Figura 2.- Masa corporal durante los 90 dias de tratamiento. Se realizé la
medicion de peso cada 15 dias. Los datos se presentan como la media + e.e.
de n=8 (ANOVA y test post hoc de Bonferroni, P<0.05).

En cuanto al efecto del aceite de aguacate sobre la masa del higado
(Fig. 3) no se observo algun cambio significativo. Sin embargo, cabe resaltar
que aunque el aceite de aguacate era un consumo extra de grasa, esto no
produjo un incremento del peso del higado en los animales control ni en los

animales diabéticos.
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Figura 3.- Efecto del aceite de aguacate sobre la masa del higado, el 6rgano
se peso al final de los 90 dias, después del sacrificio. Los datos se presentan

como la media * e.e. de n=8 (ANOVA y test post hoc de Bonferroni, P<0.05).

Referente al efecto del aceite de aguacate sobre la masa relativa del
higado (higado/masa corporal) (Fig. 4) se observé que el higado en el grupo
diabético aumento casi el doble respecto a los animales control. En contraste,
el aceite de aguacate disminuyd la masa relativa en los grupos control y

diabético, siendo este efecto mas prominente en las ratas diabéticas.
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Figura 4.- Efecto del aceite de aguacate sobre la masa relativa del higado
(higado/masa corporal) al final del estudio. Se pes6 al animal antes de su
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sacrificio, después de lo cual se extrajo el 6rgano y se pesd. Los datos se
presentan como la media * e.e. de n=8 (ANOVA y test post hoc de Bonferroni,
P<0.05).

6.2. Actividad de los complejos de la CTE

Referente a la actividad del complejo | durante los 90 dias de tratamiento
(Fig. 5), se observo que en el grupo diabético hubo una disminucién de la
actividad de alrededor del 40% respecto al grupo control. El aceite de aguacate
contrarrestd este efecto, observdndose que la actividad de este grupo fue
similar a la del grupo control. El aceite de aguacate disminuyoé la actividad del

grupo control a niveles del grupo diabético.
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Figura 5.- Efecto del aceite de aguacate sobre la actividad del complejo |
(NADH deshidrogenasa), a los 90 dias de tratamiento. Los datos se presentan
como la media * e.e. de n=6 (ANOVA vy test post hoc de Bonferroni, P<0.05).

En relacion a la actividad del resto de los complejos respiratorios, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los

grupos experimentales (Figs. 6, 7 y 8).
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Figura 6.- Efecto del aceite de aguacate sobre la actividad del complejo I
(succinato deshidrogenasa), a los 90 dias de tratamiento. Los datos se
presentan como la media * e.e. de n=6 (ANOVA y test post hoc de Bonferroni,
P<0.05).
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Figura 7.- Efecto del aceite de aguacate sobre la actividad del complejo Il
(succinato-citocromo ¢ oxidorreductasa), a los 90 dias de tratamiento. Los
datos se presentan como la media + e.e. de n=6 (ANOVA vy test post hoc de
Bonferroni, P<0.05).
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Figura 8.- Efecto del aceite de aguacate sobre la actividad del complejo IV
(citocromo ¢ oxidasa), a los 90 dias de tratamiento. Los datos se presentan

como la media * e.e. de n=6 (ANOVA vy test post hoc de Bonferroni, P<0.05).

6.3. Efectos de la cardiolipina en la actividad del complejo |

En relacion a la actividad del complejo | afiadiendo cardiolipina exégena
(Fig. 9), se puede observar que en el grupo diabético la actividad se recuperd
casi 0.7 veces respecto a la actividad sin cardiolipina, alcanzando casi el nivel
de actividad del grupo sin cardiolipina. En contraste, se observé una

disminucién drastica de la actividad en el resto de los grupos experimentales.

20 - O Actividad basal
1 Actividad con Cardiolipina

% p<0.05 vs Diabético+CL
* p<0.05 vs Control
# p<0.05 vs Diabético+AO

w
o
1

®©

=

9

o

o

*

o #

2 T T
— o
o £
o
Q = 20 4
g E2° o
ST °
3 2 T L
° =
T o
o
o E 10 ~
= g
3]
< &

0
Control Diabético Control + Aceite Diabético + Aceite

31



Figura 9.- Efecto de la cardiolipina en la actividad del complejo | en
mitocondrias de higado a los 90 dias de tratamiento. Los datos se presentan
como la media + e.e. de n=6 (ANOVA y test post hoc de Bonferroni P<0.05).

6.4. Reduccion de los grupos tioles del complejo |

En relacién a la actividad del complejo | afiadiendo un agente reductor
de grupos tioles como el B-Mercaptoetanol (Fig. 10), se puede observar que a la
concentraciones de 50 uM de B-Mercaptoetanol la actividad del grupo diabético
se recuperd casi 0.3 veces mas con respecto a la actividad basal sin B-
Mercaptoetanol en el mismo grupo, no obstante que la actividad no alcanzo los
niveles del grupo control sin aceite. En relacion a la actividad del grupo control
con el agente reductor, esta disminuyd 0.3 veces respecto a la actividad basal
del mismo grupo sin B-Mercaptoetanol. En el resto de grupos no se observaron

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 10.- Actividad del complejo | (NADH deshidrogenasa) al reducir los
grupos tioles en mitocondrias de higado a los 90 dias de tratamiento. Los datos
se presentan como la media + e.e. de n=6 (ANOVA vy test post hoc de
Bonferroni P<0.05).
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6.5. Efectos de la cardiolipina y el B-Mercaptoetanol en la actividad del
complejo |

Referente al papel de la cardiolipina en conjunto con el reductor de
grupos tioles para la actividad del complejo | (Fig. 11), se observd que la
actividad se recuperd por completo en el grupo diabético + aceite de aguacate.
En contraste, la actividad fue dramaticamente disminuida en el resto de los

grupos experimentales.
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Figura 11.- Papel de la cardiolipina y el B-mercaptoetanol en la actividad del
complejo | (NADH deshidrogenasa) en mitocondrias de higado a los 90 dias de
tratamiento. Los datos se presentan como la media = e.e. de n=6 (ANOVA y

test post hoc de Bonferroni P<0.05).

6.6. Efecto del aceite de aguacate sobre la velocidad de produccion de
especies reactivas de oxigeno

6.6.1. Flujo de electrones hacia adelante a partir del complejo |

Se determino la produccion de ERO del complejo | en flujo hacia delante
de electrones (Fig. 12), utilizando como sustrato glutamato/malato. Se pudo
apreciar que en el grupo de ratas diabéticas hubo un incremento de 0.7 en la

velocidad de generacion de ERO respecto al grupo control. El aceite de
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aguacate disminuyo la produccion de ERO en las ratas diabéticas a el nivel del

grupo control.
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Figura 12.- Velocidad de generacién de especies reactivas de oxigeno en
mitocondrias de higado a los 90 dias de tratamiento a partir del complejo |
hacia adelante. Los datos se presentan como la media + e.e. de n=6 (ANOVA
y test post hoc de Bonferroni P<0.05).

6.6.2. Flujo reverso de electrones

Se determind la produccion de ERO en flujo reverso de electrones (Fig.
13), utilizando como sustrato succinato en ausencia de rotenona. Se pudo
observar que en el grupo de ratas diabéticas no hubo diferencias en la
velocidad de generacion de ERO respecto al grupo control. Solo se observo
una disminucion en las ERO en el grupo diabético + aceite de aguacate

respecto al grupo diabético.
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Figura 13.- Velocidad de generacion de ERO en mitocondrias de higado a los
90 dias de tratamiento en flujo reverso de electrones. Los datos se presentan

como la media + e.e. de n=6 (ANOVA y test post hoc de Bonferroni P<0.05).

6.6.3. Formacion de ERO en el segmento complejo lI-lll de la ETC

Se determind la produccion de ERO a partir del complejo 1l (Fig. 14),
utilizando como sustrato succinato y en presencia de rotenona como inhibidor
flujo reverso de electrones al complejo I. Se pudo observar que en el grupo de
ratas diabéticas no hubo una diferencia significativa respecto al control, pero en
lo que respecta al grupo diabético con aceite de aguacate en comparacion con
el diabético se observé una disminucion de casi 0.5 veces, mientras que
respecto al grupo control en comparacion con el grupo de animales control

suministrados con aceite de aguacate no tuvo diferencia significativa.
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Figura 14.- Velocidad de generacion de especies reactivas de oxigeno en
mitocondrias de higado a los 90 dias de tratamiento a partir del complejo II-llI
hacia adelante. Los datos se presentan como la media + e.e. de n=6 (ANOVA y

test post hoc de Bonferroni P<0.05).

6.6.4. Papel de la cardiolipina y el B-mercaptoetanol en la velocidad de
generacion de ERO a partir del complejo |

Se determind la produccion de ERO del complejo | en flujo de electrones
hacia adelante (Fig. 15), utilizando como sustrato glutamato/malato. Las
mitocondrias fueron incubadas con liposomas de cardiolipina y con el reductor
de grupos tioles B-mercaptoetanol como se describié en materiales y métodos.
Se pudo observar que en todos los grupos hubo una disminuciéon de la
velocidad de generacion de ERO, pero cabe destacar que en el grupo de ratas
diabéticas hubo una disminucion significativa con respecto a la velocidad de
generacion de ERO basal del mismo grupo de casi 10 veces menos.
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Figura 15.- Efectos de la cardiolipina y el B-mercaptoetanol en la velocidad de
generacibn de ERO a partir del complejo | (NADH deshidrogenasa) en
mitocondrias de higado a los 90 dias de tratamiento. Los datos se presentan

como la media * e.e. de n=6 (ANOVA Yy test post hoc de Bonferroni P<0.05)..
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7. Discusion

Los resultados del presente estudio muestran que la diabetes tipo |
inducida con estreptozotocina (STZ) aumentd el peso relativo del higado,
disminuy6é selectivamente la actividad del complejo | e incremento la
produccion de ERO en este sitio de la cadena de transporte de electrones
(CTE), lo cual se atribuy6 a la oxidacion de grupos tioles del complejo y a un
déficit de cardiolipina. Todos estos efectos fueron disminuidos por el
tratamiento durante 90 dias con el aceite de aguacate, de manera
independiente de los niveles de glucosa en sangre, puesto que la
administracion del aceite no modifico el estado de hiperglucemia en las ratas
diabéticas (Fig.1). A este respecto, la estreptozotocina es un inductor de la
diabetes mediante un mecanismo que involucra la alquilacion del ADN e
induccion de la ADP-ribosilacion, lo que provoca disminucion del NAD* y el
ATP. A su vez, el ADP formado sirve como un sustrato para la xantina oxidasa,
lo que aumenta la formacion de radical superdxido (Oz™), perdxido de
hidrégeno (H2032) y radical hidroxilo (OH"), ademas de que la STZ induce un
aumento en la produccion de oxido nitrico (NO). Todo esto induce apoptosis de
las células B pancreaticas y necrosis del tejido, con lo cual disminuye la sintesis
de insulina y aumentan los niveles sanguineos de glucosa (Szkudelski, 2001).
Lo anterior concuerda con el efecto nulo del aceite de aguacate sobre los
niveles de glucosa en ratas diabéticas, puesto que no era de esperarse que su
administracion revirtiera la muerte de las células B del pancreas. Por otro lado,
en un trabajo previo en nuestro grupo de trabajo, se observo que el aceite de
aguacate disminuye los niveles de glucosa sanguinea en ratas Goto-Kakizaki,
un modelo de diabetes tipo Il, lo cual fue atribuido a su alto contenido de acido
oleico (Ortiz-Avila et al., 2017). Este acido graso se ha demostrado que es
capaz de disminuir los niveles de glucosa sanguinea al estimular la secrecion
del péptido similar a glucagon — 1 (GLP-1, del inglés glucagon like peptide - 1),
el cual mejora la secrecion y la sensibilidad a la glucosa, inhibe la secrecion de
glucagon y retrasa la absorcion gastrica de nutrientes (Rocca et al. 2001). Dado
que las ratas Goto-Kakizaki presentan resistencia a la insulina (Bitar et al.
2004), es probable que el aceite de aguacate disminuya los niveles de glucosa

mediante un aumento de la sensibilidad a la insulina y la inhibicion de la
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secrecion de glucagon. Sin embargo, es poco probable que este mecanismo
opere en las ratas inducidas a diabetes con STZ, dado que estos animales no
pueden producir insulina debido a lo arriba descrito.

La actividad del complejo | disminuyd en un 50% en las mitocondrias de
higado de ratas diabéticas (Fig. 5), lo cual concuerda con lo reportado
previamente en nuestro grupo de trabajo (Ortiz-Avila et al., 2015). La
cardiolipina es esencial para el funcionamiento de los complejos de I, Il y IV de
la CTE, ya que este fosfolipido establece interacciones de alta afinidad con los
complejos necesarias para su actividad catalitica y su conformacion (Paradies
et al. 2014). En mitocondrias de higado, la cardiolipina contiene predominante
en sus grupos acilo residuos de acido linolénico, lo cual la hace particularmente
susceptible al ataque por ERO (Hoch, 1992). La peroxidacion de los lipidos de
membrana se considera una de las principales causas de disfuncion
mitocondrial en una amplia variedad situaciones fisiopatolégicas y en el
envejecimiento (Cortés-Rojo y Rodriguez-Orozco 2011; Paradies et al., 2014).
En relaciéon a la enfermedad hepatica no alcohdlica (EHNA), se ha demostrado
que la actividad del complejo | disminuye debido a una pérdida de cardiolipina y
a un aumento en su peroxidacion, de tal modo que la restitucion de la
cardiolipina a través de la incubacion de las mitocondrias con liposomas de
cardiolipina restaura su actividad (Petrosillo et al., 2007). Utilizando la misma
estrategia experimental, en este estudio observamos que la adicion de
cardiolipina restaur6 la actividad del complejo | de ratas diabéticas (Fig. 9), lo
cual indica que en la diabetes, el complejo | pierde su actividad debido a
alteraciones en este fosfolipido. Por otro lado, se observo que el tratamiento
con cardiolipina disminuy6 la actividad del complejo | de ratas control. La
interpretacion que se le puede dar a esta observacion es que, en las
mitocondrias control, al no haber déficit de cardiolipina, el exceso de
cardiolipina adicionada exégenamente podria estar funcionando como un
detergente, induciendo alteraciones estructurales en la membrana
responsables de la disminucién de la actividad del complejo. En contraparte, al
no suceder lo mismo en las mitocondrias de ratas diabéticas, esto apoya la
idea de que las ultimas son deficientes en cardiolipina y esto contribuye a la

disminucién de la actividad del complejo.
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En contraste con lo observado en mitocondrias de ratas diabéticas, la
adicion de cardiolipina a las mitocondrias del grupo diabético + aceite de
aguacate disminuy6 la actividad del complejo | de una manera similar a lo
observado en las mitocondrias del grupo control, lo cual sugiere que la
administracion del aceite de aguacate disminuyo la actividad del complejo |
inducida por la diabetes al disminuir la pérdida o la peroxidacion de la
cardiolipina, por lo que también en esta condicion, la cardiolipina exdégena
podria estar alterando la integridad del complejo al estar aumentando de
manera excesiva la cantidad de este fosfolipido. Por lo tanto, se requiere de
experimentos de determinacion directa de las concentraciones de cardiolipina
en cada grupo experimental para corroborar esta hipétesis. La nocion de que la
disminucién de la actividad del complejo | provocada por la diabetes es debida
al dafio oxidativo en la cardiolipina y que el aceite de aguacate previene la
pérdida de la actividad de este complejo al disminuir la peroxidacion de este
fosfolipido, concuerda con un hallazgo anterior donde se observé que en la
diabetes aumenta alrededor de un 100% los niveles de peroxidacion de lipidos
en mitocondrias de higado de rata, lo cual fue disminuido en su totalidad por la
administracion de aceite de aguacate (Ortiz-Avila et al., 2015). En resumen, los
resultados obtenidos sugieren que la diabetes disminuyd la actividad del
complejo | debido a la pérdida de cardiolipina, lo cual fue disminuido por el
aceite de aguacate, posiblemente al prevenir la peroxidacion de este
fosfolipido.

Otro mecanismo bien establecido que contribuye a la inhibicion del
complejo | por la produccion excesiva de ERO es la oxidacion de los grupos
tioles localizados en las subunidades de 51 y 75 KDa (Taylor et al., 2003).
Cuando la produccion de ERO aumenta en la matriz mitocondrial, el glutation
reducido (GSH) es convertido a glutation oxidado (GSSG) por las glutation
peroxidasas (Gpx) para la reducciéon de las ERO. Si la conversién de GSSG a
GSH ocurre a una tasa disminuida, el GSSG reacciona con los tioles del
complejo | antes mencionados, inhibiendo de este modo su actividad y
favoreciendo la produccion de ERO en este complejo, lo cual puede ser
revertido con agentes reductores de grupos -SH (Taylor et al., 2003). Con base
en lo anterior, se evaluaron los efectos del 3-mercaptoetanol, un reductor de

grupos —SH en la actividad del complejo | para determinar si existen cambios
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redox en las cisteinas del complejo pueden estar involucrados en su
disminucion por la diabetes. Los resultados obtenidos de este experimento (Fig.
10), mostraron que a 50 uM de B-mercaptoetanol, la actividad del complejo | se
recupero parcialmente, alcanzando un 70% de la actividad del grupo control, lo
que sugiere que la oxidacion de grupos tioles en este complejo tiene un papel
parcial en la disminucion de su actividad. En contraste, la actividad del
complejo | de las mitocondrias de los grupos control y diabetes + aceite de
aguacate disminuyo por la adicion del B-mercaptoetanol. A este respecto, se ha
reportado que puentes disulfuro entre subunidades del complejo | que se
encuentran en localizadas en dominios membranales son importantes para su
estabilidad enzimatica (Zhu et al., 2016). Por lo tanto, suponiendo que los
grupos tioles reactivos del complejo | de las mitocondrias control se encuentran
en su forma reducida, se puede proponer que el B-mercaptoetanol afadido
redujo preferencialmente los puentes disulfuro mencionados anteriormente,
desestabilizando de este modo la estructura cuaternaria del complejo vy
causando disminucion en su actividad. De igual modo, en mitocondrias de ratas
diabéticas tratadas con aceite de aguacate, se observo la disminucion de la
actividad del complejo | por la adicion de una concentracion de 50 uM de B-
mercaptoetanol utilizada, lo que sugiere que el aceite de aguacate mantiene los
tioles reactivos del complejo en un estado reducido, lo cual concordaria con el
hecho de que su actividad fue similar a la de mitocondrias control y por lo tanto,
la adicion de B-mercaptoetanol actuaria de manera similar en los puentes
disulfuro responsables de su estabilizacion como en el grupo control.

En la mitocondria, la peroxidacién de los grupos acilo de los fosfolipidos
de membrana es contrarrestada por la actividad de la glutation peroxidasa 4
(Gpx4), la cual reduce los peroxidos lipidicos a sus respectivos alcoholes a
expensas de la oxidacién del GSH (Imai et al., 2003). Respecto a la oxidacién
de las cisteinas reactivas del complejo | por el GSSG, este proceso puede ser
revertido por la glutarredoxina 2 (Grx2) en un proceso dependiente de GSH
(Hurd et al., 2008). Lo anterior refleja que el mantenimiento del glutation en
estado reducido es primordial para combatir el dafio oxidativo al complejo |
mediante la oxidacidon de sus cisteinas reactivas o la peroxidacion de la
cardiolipina. En nuestro grupo de trabajo, hemos encontrado que la diabetes

disminuye la relacion GSH/GSSG en mitocondrias de higado de rata, lo cual las
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hace mas susceptibles al estrés oxidativo. Por el contrario, el aceite de
aguacate aumenta la relacion GSH/GSSG y aumenta la resistencia al estrés
oxidativo (Ortiz-Avila et al., 2015). Se ha hipotetizado que este efecto podria
estar mediado por el B-sitosterol presente en el aceite de aguacate (Dreher y
Davenport, 2013). Esta fitohormona puede unirse a receptores de estrogenos
en mamiferos y aumentar la relacion GSH/GSSG en células sujetas a estrés
oxidativo (Vivancos y Moreno, 2005). Por lo tanto, un probable mecanismo que
podria explicar el efecto protector del aceite de aguacate contra la inhibicion del
complejo | por la diabetes es que el B-sitosterol presente en el aceite se une a
receptores de estrogenos en hepatocitos (Eisenfeld y Aten, 1987), lo cual
aumenta la relacion GSH/GSSG. Al aumentar los niveles de GSH, esto
mejoraria la capacidad de la Gpx4 y la Grx5 para contrarrestar a nivel
mitocondrial la peroxidacion de lipidos y la oxidacion de cisteinas libres del
complejo | que regulan su actividad, respectivamente, dando como resultado
una prevencion de la inhibicién del complejo que se produce debido al estrés
oxidativo que se genera en las mitocondrias de higado durante la diabetes.
Esto se corrobora con lo observado en la Fig. 11, donde la combinacion de
cardiolipina y B-mercaptoetanol restableci6 en un 100% la actividad del
complejo I, mientras que en las ratas diabéticas tratadas con aceite de
aguacate, el complejo se comport6 de manera similar a lo observado en los
grupos control y control + aceite de aguacate. Otra posibilidad es que los
antioxidantes como los carotenoides, las xantofilas o las clorofilas presentes en
el aceite puedan acumularse en la matriz mitocondrial y combatir directamente
el dafio por ERO. Sin embargo, esto es poco probable debido a que resulta
dificil la acumulacién de moléculas con una masa molecular como la de estos
antioxidantes debido a la impermeabilidad de la membrana interna mitocondrial
a practicamente casi cualquier molécula excepto el Oz, el CO, el cianuro y los
H* (Cortés-Rojo y Rodriguez-Orozco, 2011).

La diabetes se caracteriza por un aumento en la produccion de ERO en
la CTE de las mitocondrias de los érganos blanco de esta enfermedad (Giacco
y Brownlee, 2010). De acuerdo con lo anterior, se observo que las mitocondrias
del grupo diabético produjeron hasta un 1.3 veces mas ERO que las
mitocondrias del grupo control cuando se estimuld la respiracion con un

sustrato del complejo | (Fig. 12). Para discernir que segmento de la CTE fue
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responsable por el aumento en la formacion de ERO en mitocondrias de ratas
diabéticas, se usd succinato como sustrato del complejo Il y se inhibi6 la
contribucion del complejo | a la produccion de ERO mediante flujo reverso de
electrones mediante la adicion de rotenona, un inhibidor del complejo | (Fig.
14). Dado que se observo que la produccion de ERO no varié entre el grupo
diabético y el grupo control bajo estas condiciones, se puede deducir que el
segmento complejo Il — complejo IV no fue responsable del aumento de la
produccion de ERO en la diabetes y que el responsable de ello fue el complejo
I. Esto concuerda con el hecho de que la diabetes no indujo ninguna alteracion
en la actividad de los complejos II, Il y IV, (Fig. 6, 7 y 8) dado que la
produccion de ERO aumenta en el segmento complejo Il — complejo IV cuando
la velocidad del flujo de electrones disminuye debido al dafio principalmente en
el complejo Il o el complejo 1V, lo que favorece el que la poza de quinonas se
mantenga en un estado parcialmente reducido en los sitios redox del complejo
IIl'y estimula la produccién de radical semiquinona (Q°), el cual reacciona con el
oxigeno para formar al radical superéxido (O2~) (Muller et al.,, 2002). Por el
contrario, el aumento de la produccion de ERO en las ratas diabéticas con un
sustrato del complejo | concuerda con la disminucién de la actividad de este
complejo en dichas ratas. Se ha reportado que la disminucion de la actividad
del complejo | por la oxidacion de sus grupos tioles expuestos o por
alteraciones en la cardiolipina aumenta la formaciéon de ERO en este sitio de la
CTE (Taylor et al. 2003; Paradies et al. 2014). Por ende, con estos argumentos,
se le puede asignar al complejo | un papel primordial en la produccion excesiva
de ERO en la CTE de mitocondrias de higado de ratas diabéticas.

El complejo | contiene 45 subunidades, de las cuales, 14 estan
involucradas en su catalisis, mientras que el resto, son consideradas
subunidades accesorias. Contiene un flavin mononucleotido (FMN) el cual esta
involucrado en la oxidacién del NADH y 8 centros hierro-azufre (2 binucleares y
6 tetranucleares) los cuales transfieren los electrones hasta el sitio de union a
ubiquinona (Wirth et al., 2016). Las ERO se generan en el FMN mediante un
mecanismo que involucra el flujo de electrones debido a la oxidacion del NADH
por el FMN (flujo hacia adelante) o desde el succinato en el complejo Il hasta el
FMN (flujo reverso de electrones). El flujo reverso de electrones se da cuando

la relacion NAD*/NADH es baja, cuando el Ap de la membrana interna
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mitocondrial es alto y cuando hay succinato disponible para su oxidacion en el
complejo 1l y la formacion de ubiquinol (Pryde y Hirst, 2011). Para elucidar el
papel de la produccién de ERO en flujo reverso, se midio la produccion de ERO
en presencia de succinato (Fig. 13). Los resultados obtenidos corroboran que la
produccion de ERO ocurrié en flujo hacia adelante y no en flujo reverso, ya que
no se observaron diferencias en la produccion de ERO entre los grupos control
y diabético.

Estos resultados y la disminucién de la actividad del complejo | en el
grupo diabético, indican que el defecto inducido en la diabetes en el complejo
esta relacionado con alguna alteracion a nivel de las reacciones que ocurren en
el FMN. Esto debido a que el ferricianuro de potasio, el cual se us6 como
aceptor de electrones durante el ensayo, es reducido directamente por el FMN.
Sin embargo, es factible proponer que el dafio no se llevo a cabo directamente
sobre el FMN, puesto que el mismo esta localizado sobre el brazo hidrofilico
del complejo y la actividad del complejo se restablecié por completo con
cardiolipina, lo cual se esperaria restableciera al complejo de alguna alteracion
en su brazo hidrofébico. Mas cercanos a esta porcion del complejo se
encuentran los centros Fe-S y el sitio de reduccién de la ubiguinona (Wirth et
al. 2016). Por lo tanto, es posible hipotetizar que la pérdida o la peroxidacion de
la cardiolipina en el complejo induce alguna alteracion en dichos centros redox
que alteran el flujo de electrones del FMN hacia los centros Fe-S y a la
ubiquinona. Esto, por ende, favoreceria el mantenimiento del FMN en un
estado reducido, lo cual estimula la formacion de ERO. A su vez, esto impediria
el flujo reverso de electrones puesto que el mismo depende del transporte de
electrones a través de dichos centros redox (Pryde y Hirst, 2011), lo cual
concuerda con el resultado de la Fig. 13. El tratamiento con cardiolipina y 8-
mercaptoetanol disminuyé en todos los grupos la produccion de ERO en
presencia de glutamato — malato (flujo hacia adelante). Sin embargo, este
efecto fue mas acentuado en las mitocondrias de las ratas diabéticas (Fig. 15).
Esto implica que el aumento de la produccion de ERO en dicho grupo fue
debido a la disminucion de la actividad del complejo debido a alteraciones en la
estructura y/o concentracion de este fosfolipido y a la oxidacidn de las cisteinas
libres del complejo I. Esto también sugiere que el aceite de aguacate podria

disminuir el incremento de la produccion de ERO en las ratas diabéticas al
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mejorar la actividad del complejo | al disminuir las alteraciones en la
cardiolipina y los tioles del complejo. Sin embargo, se observdé que el
tratamiento con aceite de aguacate disminuye la produccién de ERO con
cualquier combinacion de sustratos con y sin rotenona (Figs. 12, 13 y 14). Por
lo tanto, ademas de su probable efecto sobre el complejo, es probable que el
aceite de aguacate aumente en general, la capacidad de los sistemas
antioxidantes mitocondriales a un grado tal que previene el incremento en la
formacion de ERO mas alla de los valores basales del control, lo cual, como se
comentd anteriormente, podria estar mediado por un aumento en los niveles
mitocondriales de GSH.

Por ultimo, se observé que la masa relativa del higado aumenté casi al
doble en las ratas diabéticas (Fig. 4), lo que refleja una alteracion en el estado
de salud del higado ya que este fendmeno ha sido relacionado con la presencia
de esteatosis (Hemmeryckx et al., 2013). La relacion entre los hallazgos
mitocondriales y esta observacion podria consistir en que la oxidacion beta de
acidos grasos podria estar comprometida en el higado de ratas diabéticas, lo
cual aumentaria la concentracion de lipidos en este 6rgano debido a una
disminucion de su utilizacion por esta via mitocondrial. La oxidacion de acidos
grasos produce altas cantidades de NADH, el cual debe ser re-oxidado a NAD*
para que las reacciones de reduccion de este nucleétido y la via completa no
se detengan. Un factor que podria estar limitando la via es la disminucion del
complejo | observado en las mitocondrias de ratas diabéticas, puesto que esta
proteina puede regenerar el NAD* necesario para el funcionamiento de la
oxidacion beta al oxidar al NADH producido en ella. Por el contrario, la
disminucién de la actividad del complejo | por el aceite de aguacate y por lo
tanto, el aumento en la capacidad de oxidar NADH, correlaciona bien con la
disminucion de la masa hepatica inducida por el aceite de aguacate en las
ratas diabéticas (Fig. 4), lo cual sugiere que el aceite de aguacate disminuye
parcialmente la acumulacion de acidos grasos al favorecer su oxidacion beta
mediante un aumento en las concentraciones de NAD®. Por lo tanto, puede
proponerse que el aceite de aguacate podria ser una estrategia nutrimental
para disminuir las alteraciones hepaticas en el higado diabético al mejorar el

funcionamiento mitocondrial y el estrés oxidativ
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8. Conclusion

Las propiedades del aceite de aguacate impiden las alteraciones de la
cardiolipina, la oxidacion de grupos tioles en el complejo | y la formacion de
ERO en flujo hacia adelante en ratas diabéticas.
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