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INTRODUCCION

. MITOCONDRIA

1.1 MITOCONDRIA Y PRODUCCION DE ENERGIA

1.1.1 ACOPLAMIENTO DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA Y LA RESPIRACION

El principal lugar de producciéon de energia quimica en una célula de mamifero que se
encuentra en condiciones aerobicas, es la mitocondria. Estos organulos estan
especializados en la conversion de energia oxidativa a energia quimica, mediante el
sistema enzimatico que configuran la cadena respiratoria y la ATPsintasa. Este sistema
consta de cinco complejos multiproteicos localizados en la membrana mitocondrial interna
y organizados segun su potencial redox. Durante la respiracion, los electrones cedidos a
la cadena respiratoria por moléculas reductoras producidas durante el metabolismo
oxidativo (NADH y FADH,) se transfieren de un complejo a otro adyacente, con potencial

redox superior (Figura 1):

- Complejo | o NADH-ubiquinona oxidoreductasa o NADH-deshidrogenasa
- Complejo Il o Succinato-deshidrogenasa
- Complejo Il o Ubiquinona-citocromo ¢ oxidoreductasa

- Complejo IV o Citocromo Oxidasa

Debido a dicha diferencia de potencial redox, la transferencia de electrones va
acompanada de liberacion de energia. Dicha energia es utilizada por los diferentes
complejos para expulsar protones de la matriz al espacio intermembrana y el proceso
finaliza con la reduccién de oxigeno a agua. De este modo, la matriz mitocondrial se
basifica, mientras que el espacio intermembrana y el espacio extramitocondrial se
acidifican. Debido a la impermeabilidad de la membrana mitocondrial interna’, se crea
una diferencia de potencial electroquimico de protones o fuerza protomotriz (Ap =
AuH/IF, siendo F la constante de Faraday). Esta diferencia de potencial electroquimico
tiene dos componentes: una de concentracion (ApH o diferencia de pH) y otra de carga

(A¥ o potencial de membrana).

La fuerza protomotriz es utilizada por la ATP sintasa (Complejo V) en un proceso
denominado fosforilacién oxidativa (Mitchell, 1979). Este complejo acopla la difusion

facilitada de los H' a través de la membrana mitocondrial interna (dominio

La membrana mitocondrial interna tiene una composicion fosfolipidica inusual que incluye la cardiolipina

(difosfatidilglicerol) que es particularmente impermeable a pequefios iones (Hoch, 1992).
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transmembrana o F0), a la sintesis de ATP (dominio hidrosoluble o F1). Este fendmeno
denominado acoplamiento de la fosforilacion oxidativa con la oxidacion de substratos,

asegura la coordinacion entre las necesidades de ATP y el consumo de substratos.
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FIGURA 1: Flujo electrénico a través de los complejos de la cadena respiratoria y
Adenina nucledtido translocasa (ANT).

Muchos venenos comunes son inhibidores especificos de alguno de los complejos
de la cadena respiratoria, y actian reprimiendo el consumo de oxigeno (por ejemplo,

rotenona para el complejo |, antimicina A para el complejo Ill, o KCN para el V).

Ademas de la sintesis de ATP, las mitocondrias realizan otras funciones para las que
resulta indispensable un flujo metabdlico o intercambio de metabolitos entre el citosol y la
matriz mitocondrial (Ciclo de Krebs, -oxidacion de acidos grasos, etc.). La membrana
mitocondrial interna es una barrera impermeable a la mayoria de estos metabolitos. Asi,
el flujo se mantiene gracias a la presencia de diversos transportadores o carriers. Un
ejemplo son el transportador de P;, o la ANT (adenina nucledtido translocasa), que junto a
los componentes de la cadena respiratoria constituyen el sistema oxphos (Wallace,
1989). En la membrana mitocondrial externa, la porina o VDAC (voltage dependent anion
channel) constituye un canal que permite el paso de iones y pequefos solutos hacia el
citosol (Shoshan-Barmatz and Gincel, 2003). Sin embargo, muchas proteinas y enzimas
implicadas en diferentes procesos fisioldégicos, quedan atrapadas en el espacio

intermembrana (creatin kinasa, Smac/Diablo... ).

La diferencia de potencial electroquimico generada durante la respiracion no es
utilizada unicamente en la fosforilaciéon oxidativa, sino que es importante para la actividad

de diversos transportadores y sistemas enzimaticos dependientes de energia, como por
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ejemplo la lanzadera malato-aspartato (Azzi et al., 1967; Berry et al., 1992) o la ANT
(Vignais, 1976). La energia utilizable (AG) a partir del transporte transmembrana de un

ion, ya sea protdn o no, es un reflejo de su distancia respecto al equilibrio:

AG = z-F-A¥ + 2.303-R-T-log ([Cext]/[Cint])

F constante de Faraday

Z carga del i6n

AY potencial de membrana

R constante de gases

T temperatura absoluta

Cint/Cext concentracion en los dos compartimentos

Asi, en cada proceso transmembrana, las componentes de ApH y AY pueden actuar
conjunta o separadamente (dependiendo de si el proceso se realiza acoplado al
movimiento de H* o al de otros iones positivos que no pueden difundir a través de la

membrana).

1.1.2 CONTROL DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA

Son muchas las teorias que tratan de explicar cuales son los mecanismos

reguladores de la tasa de respiracién y fosforilaciéon oxidativa.

En 1955, Chance y Williams propusieron que la tasa de consumo de oxigeno

dependia de aquellos procesos que consumen ATP (Chance and WILLIAMS, 1955b).

Algunos autores consideran que todas las reacciones que se producen en el
transporte electrénico a través de la cadena respiratoria estan préximas a su equilibrio
termodinamico, excepto la actividad de la citocromo oxidasa, sobre la que recaeria el
control del flujo respiratorio (Erecinska and Wilson, 1982). Sin embargo, otros autores
proponen que la ANT seria capaz de funcionar aun lejos del equilibrio y la regulacion de

su actividad controlaria la tasa de consumo de oxigeno (JO,) (Kunz et al., 1981).

El aporte de equivalentes reductores como substrato de la cadena respiratoria
también puede regular el flujo. Asi, otro punto del control respiratorio seria ejercido a nivel
de la actividad de las deshidrogenasas de la matriz mitocondrial. Algunas de estas
deshidrogenasas estan a su vez controladas por los niveles de calcio (Hansford, 1985)

que dependen de regulacion hormonal. Los niveles intramatriciales de calcio dependen
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de la actividad de dos transportadores localizados en la membrana mitocondrial interna

(dependientes de la fuerza protomotriz) (Brand, 1985).

Otros mecanismos han sido propuestos, como por ejemplo los cambios en el volumen
de la mitocondria. Se ha visto que un aumento de volumen mitocondrial puede estimular
la actividad de la cadena respiratoria (Halestrap, 1989) pero este fendbmeno parece
depender del tipo de osmolito contenido en el medio en el que se realiza la

experimentacién (Devin et al., 1997).

Debido a la controversia existente en cuanto a los factores que controlan el flujo
respiratorio y la fosforilacion oxidativa, Tager et al. (Groen et al.,, 1982) aplicaron el
concepto del analisis de control metabdlico a mitocondrias aisladas. Asi, utilizando
inhibidores especificos para los diferentes componentes del sistema oxphos,
establecieron que el control de la fosforilacién oxidativa se reparte en diversas etapas, y
que esta distribucion es susceptible de variar en funcién de las condiciones metabdlicas

(velocidad de utilizacion de ATP).

En ausencia de trabajo o consumo de ATP (relacion ATP/ADP elevada), la respiracion
mitocondrial (estado 4) esta controlada por la entrada pasiva de H+ a través de la
membrana mitocondrial interna o proton leak. En esta situacién, la velocidad de
respiracion se adecuara a la pérdida de gradiente, de modo que se mantenga la fuerza
protomotriz necesaria para el funcionamiento de los procesos biolégicos dependientes de
dicha fuerza. En estas condiciones, no se produce ningun trabajo por lo que la energia

derivada del flujo electrénico a través de la cadena respiratoria se transforma en calor.

Cuando se da una situacion en la que se consume ATP, y por tanto, existe
trabajo, se produce tanto a nivel mitocondrial (estado 3) como a nivel celular, una
estimulacion de la utilizacion de los substratos energéticos, del consumo de oxigeno por
la cadena respiratoria y de la sintesis de ATP (Chance and WILLIAMS, 1955a). La
hidrélisis de ATP necesaria para el aporte energético requerido, disminuye la relacion
ATP/ADP. EIl flujo a través de ANT depende de las concentraciones citosdlicas y
mitocondriales de ATP y ADP, asi como del potencial de membrana (AY) (Klingenberg,
1979). Cuando el metabolismo celular hidroliza el ATP, se favorece la salida del ATP
matricial al citosol en intercambio con ADP, lo que disminuye la relacion ATP/ADP
mitocondrial. Como consecuencia, se produce una estimulacién de la ATP sintasa
(sensible a las concentraciones mitocondriales de ATP, ADP y P; y a la fuerza protomotriz

(LaNoue et al., 1986). La disminucion de fuerza protomotriz asociada a la sintesis de ATP
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estimula a su vez la actividad de la cadena respiratoria (Brown et al., 1990b; Nicholls,
1974b) y por tanto, la oxidacion de NADH.

Igualmente, la disminucion en la relacion NADH/NAD" mitocondrial, provoca un
aumento en la actividad de las deshidrogenasas que participan en el ciclo de Krebs
(Hansford, 1980), disminuyendo la relacién Acetil-CoA/CoA. Finalmente, la disminucion
de las relaciones NADH/NAD" y Acetil-CoA/CoA estimulan la piruvato deshidrogenasa
(Hansford, 1980) y la p-oxidacion.

Por tanto, en una célula que se encuentre en una situacion intermedia entre el
estado 4 y 3, la velocidad de respiracion dependerd de la hidrolisis de ATP, de la
actividad de ANT, de la disponibilidad de equivalentes reducidos para la cadena
respiratoria y de la permeabilidad pasiva de la membrana mitocondrial interna. Un
aumento en la disponibilidad de substratos oxidables (Brown et al., 1990a), estimula el
flujo a través de la cadena respiratoria aumentando la fuerza protomotriz (Nobes et al.,
1990b) y favoreciendo tanto la sintesis de ATP, como los fendbmenos de pérdida pasiva a

través de la membrana mitocondrial interna.

La relacién entre estado 3 y 4, denominada coeficiente de control respiratorio,
es un indicativo del grado de dependencia de la fosforilacién oxidativa por parte de la
cadena respiratoria, o acoplamiento. Los estados respiratorios se definieron
experimentalmente valorando el comportamiento respiratorio de mitocondrias aisladas
durante la incubacion en un medio isotoénico (Figura 2), y responden por tanto, a
situaciones artificiales. Asi, se define como respiracién en estado 4 a la tasa de consumo
de oxigeno en ausencia de ADP, y por tanto, de fosforilacion oxidativa. Al afiadir ADP se
produce un incremento en la tasa de consumo de oxigeno, respiracion en estado 3, que

es mas grande cuanto mayor sea el grado de acoplamiento.

La relacion P:O (o sintesis de ATP en relacién al consumo de oxigeno en estado 3)
es una medida de la eficiencia de la fosforilacion oxidativa respecto a la respiracion. Esta
eficiencia no depende unicamente el grado de acoplamiento, sino que también influye la
disponibilidad de substratos y la naturaleza de los mismos. De hecho, substratos poco
energéticos como el succinato, dan lugar a relaciones P:O inferiores que aquellos
substratos que dan lugar a poder reductor en forma de NADH. El succinato genera
FADH,, y éste dona sus electrones al complejo Il que los cede al complejo Il

directamente, perdiendo la contribucion del complejo | al gradiente de protones.
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JO, ADP

Estado 3

ADP agotade

’( O, agotado

tiempo

FIGURA 2. Ejemplo de registro del consumo de oxigeno (JO;) de una muestra
de mitocondrias aisladas en un medio isotdénico conteniendo substrato y
fosfato. La addicion de ADP causa un incremento de la tasa de respiracion
basal (estado 3). Una vez agotado el ADP afiadido, e inhibida por tanto la
sintesis de ATP, el consumo de oxigeno decae (estado 4). La respiracion en
estado 4 es habitualmente superior a la tasa de respiracion basal debido a la
hidrélisis de parte del ATP formado en estado 3.

1.1.3 MODIFICACIONES DEL RENDIMIENTO DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA:
DESACOPLAMIENTO

Ante una disminucién en la fuerza protomotriz no asociada a sintesis de ATP, la
actividad de la cadena respiratoria se incrementa para compensar dicha pérdida de
gradiente. Por tanto, el acoplamiento entre respiracion y fosforilacién oxidativa no es
perfecto, y una parte de la respiracion se ocupa exclusivamente de mantener el potencial
de membrana, y no esta relacionada con la fosforilacion oxidativa. La capacidad de
disociar estos dos procesos (desacoplamiento) juega un importante papel en los

fendmenos de regulacion del metabolismo celular.

El desacoplamiento puede deberse a dos fenémenos: proton leak o slip. El proton
leak se produce como consecuencia de la difusién de protones a través de la membrana
mitocondrial interna en forma no asociada a la sintesis de ATP. El slip hace referencia a
la variacion de la estequiometria de reaccion en los complejos de la cadena respiratoria,
lo que provoca la expulsion al espacio intermembrana de un numero de protones por
electrén, inferior al esperable tedricamente. Ambos procesos disminuyen la fuerza

protomotriz, y con ello, la eficiencia de la fosforilacion oxidativa.
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Los desacoplantes quimicos, a diferencia de los inhibidores de complejos
respiratorios, provocan un descenso en la fuerza protomotriz acompafiado de un aumento
en la tasa de respiracion para compensar dicha disminucion. Entre los desacoplantes
quimicos mas comunes se encuentran el dinitrofenol (DNP), la carbonilcianida-4-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) o la carbonilcianida-3-clorofenilhidrazona (CCCP).
Estos compuestos actian como agentes protonoféricos, atravesando la membrana
mitocondrial interna en forma protonada, disipando asi, el gradiente electroquimico
formado durante la respiracion. La adicion de estos compuestos supone el colapso del
potencial de membrana, lo que conlleva la aceleracion de la cadena respiratoria hasta su
capacidad maxima. Dado a la capacidad de estos compuestos de internarse en la
membrana mitocondrial interna y afectar asi a su estabilidad, un exceso de los mismos

puede suponer una inhibicion de la actividad de la cadena respiratoria®.

Para valorar el grado de desacoplamiento mitocondrial se ha utilizado clasicamente el
coeficiente de control respiratorio (estado 3/estado 4), pero esta relacidén no es suficiente
para evidenciar desacoplamientos suaves o mild uncouplings. Habitualmente se realizan
mediciones de la tasa de consumo de oxigeno en estado 4 y en presencia de oligomicina,
lo que se ha denominado coloquialmente estado 4 “verdadero” (Figura 3). La tasa de
respiracion no acoplada no depende de la demanda de ATP, y por tanto, es insensible a
oligomicina (inhibidor especifico de la ATP sintasa). La adicion de este compuesto
permite observar Unicamente aquellas modificaciones independientes de la fosforilacion
oxidativa. En estos ensayos, se utiliza como substrato preferencial el succinato®. A pesar
de ser menos energético, su entrada a la mitocondria no depende del potencial
electroquimico de protones, lo que permite asegurar la disponibilidad de substrato
independientemente del grado de desacoplamiento. Ante un desacoplamiento se produce
una aceleracioén de la respiracién en estado 4. Cuando el grado de desacoplamiento es
muy elevado, esto puede afectar incluso a la capacidad maxima respiratoria

evidenciandose con la adicion de un desacoplante quimico.

2 En las aproximaciones experimentales en que se utiliza un desacoplante quimico es, por tanto, recomendable ajustar la
dosis maxima, evitando posibles efectos inhibidores. En nuestro sistema experimental elegimos el CCCP por permitir un
rango de concentraciones mas elevado que el DNP.

A fin de evitar el transporte reverso de electrones hacia el complejo |, también suele adicionarse un inhibidor especifico
de este complejo, como la rotenona.
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Asi, ante una disminucion de la fuerza protomotriz, la cadena respiratoria se acelera
para compensar la pérdida de gradiente. En experimentos realizados también en estado
IV “verdadero” y con succinato como substrato, se valora la relacién A¥Y-JO, a
concentraciones crecientes de malonato (inhibidor del complejo Il) para disminuir
progresivamente la fuerza protomotriz. Al bloquear la entrada de electrones a la cadena
respiratoria, ésta no puede compensar la pérdida de gradiente, pero el descenso en la
fuerza protomotriz es mas rapido a potenciales elevados. Por tanto, la relacién existente
entre consumo de oxigeno y fuerza protomotriz no es lineal (Nicholls, 1974a) (Figura 4A).
Nicholls propuso que la linealidad se pierde debido a que la membrana mitocondrial

interna gana en conductividad, estd mas desacoplada, al aumentar el AY.

JO,

- CCCP

tiempo

FIGURA 3: . Ejemplo de registro del consumo de oxigeno de
una muestra de mitocondrias en estado 4 “verdadero”. La
adicion posterior de CCCP provoca el incremento esperado
en la respiracion ante un desacoplamiento.

En realidad, la pérdida de linealidad observada entre fuerza protomotriz y respiracion
podria deberse a una permeabilidad a los protones, 0 una estequiometria de reaccién en
los complejos de la cadena respiratoria, variable en funcion de la fuerza protomotriz o del
flujo electronico (Brand, 1990a; Murphy and Brand, 1987; Papa et al., 1991;
Wrigglesworth et al., 1990). En cualquier caso, el gradiente de protones seria mas dificil
de mantener a potenciales de membrana elevados (O'Shea et al., 1984), con lo que la
tasa de consumo de oxigeno necesaria para mantener la fuerza electromotriz deberia ser

superior que a potenciales inferiores.

10
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Esta relacion no-lineal existe tanto en mitocondrias aisladas como en células enteras
(Brand, 1990b; Nobes et al., 1990a), lo que significa que la respiracién no acoplada a la
sintesis de ATP depende fuertemente de la fuerza protomotriz. Asi, la eficiencia de la
oxidacion fosforilativa esta inversamente relacionada (aunque no de forma lineal) con la

fuerza protomotriz a la que tiene lugar la sintesis de ATP.

A B

JO, JO,

A A

FIGURA 4: A. Relacion entre la tasa de consumo de oxigeno y
el potencial de membrana mitocondrial B: la linea roja
representa el aceleramiento en el consumo de oxigeno que
supondria un desacoplamiento (adaptado de Nedergaard et
al (Nedergaard and Cannon, 2003)).

En las curvas JO,-Ay, el desacoplamiento se evidencia por una desviacion hacia la
izquierda y una mayor linealizacion (Figura 4B). Es decir, cuanto mayor sea el

desacoplamiento, es necesaria una mayor JO, para lograr un determinado Ay.

El desacoplamiento supone un déficit en la eficiencia de la sintesis de ATP, sin
embargo, podria constituir un sistema de adaptacion rapida a los cambios ambientales,
permitiendo una mejor regulacion de procesos como la producciéon de calor, radicales
libres o la propia sintesis de ATP. De hecho, el desacoplamiento explica un 20-25% del

gasto energético asociado a la tasa metabdlica basal (Rolfe et al., 1999b).

La importancia del desacoplamiento se manifiesta en diferentes situaciones
fisiopatologicas. Por ejemplo, el estado tiroideo puede afectar a la relacion P:O. Se ha
observado que en una situacion de hipotiroidismo, la velocidad de consumo de oxigeno

es inferior (Harper and Brand, 1993).
Los acidos grasos pueden provocar un desacoplamiento mitocondrial de diferentes

formas que conducen a un incremento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial

interna o a un descenso en la eficiencia de la sintesis de ATP (Woijtczak, 1976). De

11
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hecho, los acidos grasos pueden actuar como agentes protonoféricos atravesando la
membrana en forma protonada y disipando de este modo el gradiente electroquimico
(Wojtczak et al., 1998a).

Finalmente, la existencia de la familia de proteinas desacopladoras mitocondriales o
uncoupling proteins (UCPs) es un indicativo mas de la importancia del desacoplamiento

en la regulacién de la fisiologia celular (ver apartado llI).

1.2 MITOCONDRIA Y PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) comprenden todas las moléculas
derivadas del oxigeno. Aquellas ROS que pueden existir de forma independiente y que
contienen uno o mas electrones desapareados en sus orbitales, son ademas radicales

libres (Bergamini et al., 2004).

La primera especie reactiva de oxigeno generada en los sistemas bioldgicos es el
anion superoxido (02”), un radical libre formado por la reduccion directa e incompleta del
oxigeno, por un unico electrén. El O, tiene una vida media corta y es poco reactivo. Su
inestabilidad se debe a que la reaccién de dismutacion del O, a peroxido de hidrégeno
(H2.0,) es muy favorable (Thannickal and Fanburg, 2000a). Esta dismutacion puede ser

espontanea o catalizada por el enzima superoéxido dismutasa.

Aunque la mayoria del peroxido de hidrogeno producido en células eucariotas
proviene de la reaccién de dismutacién, éste también puede formarse a partir de la
reduccién directa del oxigeno con dos electrones, un mecanismo de reaccion compartido

por muchas oxidasas de flavoproteinas (Massey, 1994).

Al contrario del O,”, el H,02 no es un radical libre tratandose es una molécula
mucho mas estable. Asi como las membranas bioldgicas resultan impermeables al O, el
H,O, puede difundir a través de ellas. A pesar de que el H,O, es un agente con una
capacidad oxidativa mucho menor que el O,", en presencia de metales de transicion

puede dar lugar al radical hidroxilo (OH") a través de la reaccion de Fenton:

Fe*" + H,0, —> Fe® + OH + OH

12
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El radical hidroxilo es una molécula extremadamente reactiva y toxica. Puede
reaccionar con acidos grasos poliinsaturados produciendo los radicales alkoxil (RO") y
peroxil (ROO").

Las especies reactivas del nitrégeno (RNS), como el éxido nitrico (NO"), el didxido
de nitrégeno (NO?) y el altamente reactivo peroxinitrito (ONOO’), constituyen otra familia
de moléculas reactivas en los sistemas bioldgicos. Dentro de esta familia también se

encuentran algunos radicales libres.

La elevada reactividad y la relativa inestabilidad de los ROS y RNS, complica
mucho su deteccion en los sistemas bioldgicos. Asi, las determinaciones de la produccion
de estas moléculas se realizan a menudo de forma indirecta, valorando la generaciéon de
productos finales de la reaccién de los ROS/RNS con componentes celulares, como los
lipidos, proteinas o DNA (Freeman and Crapo, 1982; Pryor and Godber, 1991). La
mayoria de métodos de determinacion de ROS se basan en reacciones con varias
moléculas “detectoras” que son modificadas por oxidacion para generar luminiscencia o

sefiales fluorescentes (Thannickal and Fanburg, 2000b).

1.2.1 MITOCONDRIA: LA PRINCIPAL FUENTE DE ROS

Los ROS pueden generarse en la célula, a través de procesos enzimaticos y no
enzimaticos. Cualquier proteina o sistema enzimatico con la capacidad de transferir
electrones puede generar ROS como subproductos de la reaccion de transferencia
electrénica. Este es el caso del citocromo p450 (en el reticulo endoplasmatico), los
peroxisomas, la xantina oxidasa o la NADPH oxidasa. No obstante, la principal fuente de
ROS en células no fagociticas es la mitocondria. Datos cuantitativos, obtenidos de
mitocondrias aisladas, sugieren que alrededor del 2-6% del consumo de oxigeno se debe
a la produccién de O;7, y el 80% de éste se genera en la mitocondria a nivel de la cadena
respiratoria. El oxigeno molecular (O,) actia como aceptor final de los electrones en la
citocromo oxidasa (complejo 1V), que cataliza la oxidaciéon del oxigeno a agua. Sin
embargo, en condiciones fisiolégicas, la reduccion incompleta del oxigeno puede darse a
nivel de los diferentes complejos, que pueden catalizar transferencias de uno o dos

electrones, con la consiguiente generacion de ROS.
Entre los diferentes complejos, el complejo | y 11l son los maximos productores de

ROS en la mitocondria (Chance et al., 1979; Forman and Boveris, 1982). La generacién

de O, es elevada en estado 4 y en ausencia de inhibidores de la cadena respiratoria

13
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cuando el substrato utilizado es el succinato, que dona sus electrones a nivel del
complejo Il. Sin embargo, esta produccion de O, se reprime con la adiciéon de rotenona,
inhibidor especifico del complejo I. Este hecho indica que la mayoria del O,” generado se
debe al transporte reverso de electrones hacia el complejo | (de succinato a NAD") (Liu
et al., 2002b; Turrens and Boveris, 1980). El transporte reverso parece ocurrir Gnicamente
ante AY elevados (es inhibido por la adicion de ADP o desacoplantes quimicos),
impulsado por la elevada fuerza protomotriz generada por la actividad de los complejos ll|
y IV (Liu et al., 2002a). Asi, cuando la cadena respiratoria funciona normalmente y el AY
es débil, los electrones se transfieren del complejo Il al lll. El lugar exacto de produccion
de ROS en el complejo | es fruto de controversia, pero parece que la generacién de O,”
se da principalmente en el lado matricial de la membrana mitocondrial interna (Miwa et
al., 2003; St Pierre et al., 2002c).

02~ 02-
w0 TR ¥ Y T
St H UL RIL  JHHII, SR ]
atriy WADH  Nap: | I & ;/3:
FAK o b

FIGURA 5: Esquema de los principales puntos de producciéon de ROS en la cadena
respiratoria

En el complejo Il la generacién de O,  se debe a la generacion de la
ubisemiquinona, un radical libre intermedio (QH") formado durante el ciclo de quinonas
(Q) en el sitio Qo del complejo Il (Muller et al., 2003; St Pierre et al., 2002b; Turrens,
1997). La generacion de ROS se acelera por inhibidores del complejo Il que actian
sobre puntos diferentes del Qo, como por ejemplo la antimicina, debido al estancamiento
de los electrones en el ciclo de quinonas. Como en el complejo |, la mayor parte del O,”
producido en el complejo Il se produce hacia la matriz mitocondrial (St Pierre et al.,
2002a). El O, generado puede liberarse al espacio intermembrana a través de poros en

la membrana ya que no es capaz de atravesar las membranas bioldgicas. La localizacion
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de la Cu-Zn superéxido dismutasa (SOD2) en la matriz mitocondrial y espacio
intermembrana, permite la conversion del O,” a H,O, que si es capaz de atravesar las

membranas bioldgicas alejandose de su lugar de produccion.

La generacion de ROS por la mitocondria depende exponencialmente del AY.
Cuando éste es elevado, se produce un enlentecimiento del flujo electrénico a través de
la cadena respiratoria, lo que favorece las reducciones incompletas del oxigeno, y la
consiguiente formacion de ROS. Asi, aquellos factores que disminuyen el AW, como los
desacoplantes quimicos (Okuda et al., 1992a) o las UCPs parecen tener la capacidad de
disminuir la produccion mitocondrial de ROS (Arsenijevic et al., 2000a; Negre-Salvayre et
al., 1997c; Vidal-Puig et al., 2000e) (apartado 111.3.4).

|.2.2 ESTRES OXIDATIVO Y SISTEMAS ANTIOXIDANTES CELULARES

El nivel celular de ROS dependera del balance entre la produccién y la capacidad
antioxidante de la célula. En condiciones fisiolégicas, los efectos perjudiciales de los ROS
son contrarrestados por los sistemas antioxidantes. Una produccién excesiva de ROS o
una disminucién en la capacidad antioxidante, provoca una situacion de estrés
oxidativo. En este caso, los ROS inducen modificaciones irreversibles en las moléculas
biolégicas que resultan en el dafo del tejido. Los ROS pueden alterar por ejemplo, la
estructura y funcion proteica (Abate et al., 1990; Barrett et al., 1999), el DNA, causando
peroxidacion lipidica y la consiguiente formaciéon de productos secundarios téxicos, como

el pentano, malondialdehido, hidroperéxidos lipidicos... (Urso and Clarkson, 2003).

Los ROS estan también relacionados con la regulacion del proceso de apoptosis o
muerte celular programada. Aunque tradicionalmente se consideré a los ROS como a
inductores de la muerte celular programada, actualmente se sabe que también pueden
jugar un importante papel como mensajeros secundarios, iniciando vias de sefalizacién

encaminadas a la supervivencia celular (ver mas adelante).

En la célula existen diferentes sistemas que contrarrestan la generacion de ROS,
ya sean los constituidos por moléculas capaces de eliminar directamente los ROS, como
los basados en sistemas enzimaticos que actlan en cascada para eliminar rapidamente

el O,y sus metabolitos.

Los sistemas antioxidantes pueden clasificarse en dos tipos: los sistemas de

defensa primarios y secundarios. Entre los sistemas antioxidantes primarios se
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encuentran aquéllos capaces de interceptar los ROS evitando la produccion de nuevos
radicales libres y el dafo consiguiente a estructuras celulares. Entre ellos se encuentra la
superoxido dismutasa (SOD), la glutatién peroxidasa (Gpx), la catalasa y la tioredoxina
reductasa. Existen cuatro formas de la superéxido dismutasa, Mn-SOD (SOD2), Cu,Zn-
SOD (SOD1), Ni-SOD, y la SOD extracelular. Todas las superoxido dismutasas catalizan

la reaccion de conversion del O,™a H,05:

02'- + 02'- + 2H+ —_— HZOZ + O2

La SOD1 se localiza en el citoplasma celular, mientras que la SOD2 se encuentra

en la matriz mitocondrial (Kinnula and Crapo, 2004).

Entre los sistemas antioxidantes primarios, los hay especializados en la
conversion del peréxido de hidrégeno, muy reactivo, a agua. Entre ellos, se encuentran la
glutation peroxidasa y la catalasa. La catalasa, que se localiza en el peroxisoma, es uno
de los enzimas conocidos mas eficientes ya que no se satura a ninguna concentracién de

H20,, y cataliza la reaccion de conversion de el peroxido de hidrégeno a agua:

2H,0, ——> 2H,0 + O,

El sistema GSH (Glutation reducido) es probablemente el mecanismo de defensa
celular mas importante. El tripéptido GSH (y-Glu-Cys-Gly), no solamente actia como un
scavenger de ROS, sino que regula el estado redox intracelular. El sistema consiste en el
GSH, la glutatién peroxidasa y la glutatién reductasa. La glutatién peroxidasa cataliza la

reduccion del H,O, y otros perdxidos convirtiendo el GSH a su forma oxidada (GSSG):

ROOH + 2GSH —> ROH + GSSG + H,0

El GSSG es posteriormente reducido de nuevo a GSH por la glutatién reductasa.
En condiciones normales, mas del 95% del GSH celular esta en forma reducida, asi que
el ambiente intracelular es primordialmente reductor. Una deplecion en los niveles de
glutation se ha relacionado en numerosas ocasiones con el proceso de apoptosis
(Higuchi, 2004; Xu and Thornalley, 2001)aunque la muerte celular no siempre va

acompanada de dicha deplecién.
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FIGURA 6: Representacion esquematica de los mecanismos de generacion de ROS y
los sistemas antioxidantes celulares (adaptado de Mercurio and Manning, 1999).
SOD: superodxido dismutasa; GSH: Glutatién reducido; GSSG:Glutathione disulfide;
TRX: Tioredoxina.

Los sistemas antioxidantes secundarios son moléculas que actuan atrapando
radicales libres evitando asi, que éstos inicien reacciones en cadena que podrian dafar
estructuras celulares. Algunos ejemplos son la vitamina E, vitamin C, beta-carotenos,

acido urico, bilirrubina, y albumina (Jacob et al., 1995).

Histéricamente, se ha considerado a los ROS como subproductos téxicos del
metabolismo relacionados con numerosos procesos patolégicos y con elevada capacidad
para dafar proteinas, DNA y lipidos celulares. Sin embargo, cada vez mas datos
apuntan, a que los ROS podrian tener un papel como mensajeros secundarios implicados
en regulacion génica y cascadas de transduccion de sefal con finalidades fisiologicas
(Allen and Tresini, 2000a; Sastre et al., 2000). Se sabe que cambios en los niveles
celulares de ROS afectan a la actividad de MAP kinasas, vias de sefializacion activadas

por TNFo o dependientes de la activacién de NF-xB (Allen and Tresini, 2000b).

Existe también una relacion entre el metabolismo energético y la produccién de
ROS. Elevados niveles de substratos metabdlicos (acidos grasos, glucosa...) pueden
inducir un aumento en el flujo de metabolitos hacia la mitocondria y la liberacién de ROS

al citoplasma (Nemoto et al., 2000; Nishikawa et al., 2000). Se cree que en este caso, los
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ROS podrian ejercer un papel de sefalizacion mediando el cambio del metabolismo
oxidativo hacia uno de almacenaje. Asi, los ROS podrian ser sensores metabdlicos
actuando como moléculas de senalizacion que facilitasen la comunicacion entre

mitocondria y citosol.

1.2.3 PATOLOGIAS ASOCIADAS A LOS ROS

El estrés oxidativo estd asociado a diversos procesos patologicos. En muchas
patologias, es evidente la implicacion de los ROS de origen mitocondrial, mientras que en
otros muchos casos la implicacion mitocondrial no esta clara. A menudo, el conocer la
etiopatologia de uno de estos procesos, se complica por la relativa poca informacion
existente sobre la intervencion de la mitocondria en la regulacion de vias apoptéticas o

necréticas inducidas por estrés oxidativo.

En aquellas patologias mitocondriales causadas por alteraciones en el material
genético mitocondrial, una excesiva produccién de ROS y un descenso en los niveles de
ATP, pueden dar lugar a alteraciones en la funcion mitocondrial (Wallace D.C., 1997).
Una afectacion de la fosforilacion oxidativa puede conllevar un aumento en la produccion
de ROS, y por tanto, suponer un fendmeno de retroalimentacion positiva hacia una

situacion de estrés oxidativo.

El dafo oxidativo es también un fendémeno comun en las enfermedades
neurodegenerativas. Existen numerosas evidencias de la implicacion de ROS en
enfermedades como el Parkinson (Cassarino et al., 1997; Smith and Bennett, Jr., 1997),
Alzheimer (Mecocci et al., 1997b; Mecocci et al.,, 1997a), esclerosis lateral amiotréfica
(Warita et al., 2001; Wiedau-Pazos et al., 1996) Huntington (Browne et al., 1997) y ataxia
de Friedrich (Pandolfo, 1998; Rotig et al.,, 1997), aunque el papel de los ROS vy las
disfunciones mitocondriales en la etiopatogénesis de estas enfermedades no esta clara.
En numerosas ocasiones, las deficiencias mitocondriales observadas en estas
enfermedades son probablemente consecuencia, y no causa, del proceso patoldgico
(Kirkinezos and Moraes, 2001).

El estrés oxidativo esta también implicado en el origen de la ateroesclerosis y las
alteraciones cardiovasculares resultantes. La ateroesclerosis estd asociada a la oxidacion
de proteinas y lipidos. Por ejemplo, se considera que la oxidacién de LDL es un evento
temprano en la aterogénesis (Stocker and Keaney, Jr., 2004). El origen de los ROS

implicados en este proceso es como en el caso de las enfermedades
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neurodegenerativas, fruto de controversia (Barry-Lane et al., 2001; Cyrus et al., 1999;
Mehrabian et al., 2002; Sorescu et al.,, 2002), pero datos recientes implican a la

mitocondria en la oxidacion de la LDL (Oliveira et al., 2005).

Finalmente, la capacidad de los ROS de provocar alteraciones en el material
genético, sugieren una posible implicacion de éstos en el origen y/o evolucion de la
carcinogénesis. La generacién de ROS no sdlo tiene capacidad de mutar el DNA sino que
también puede afectar a la expresidén de genes sensibles a estrés oxidativo (tipicamente

bajo el control de factores como NF-kB o AP-1) (Klaunig and Kamendulis, 2004).

1.3 APOPTOSIS, UN FENOMENO REGULADO POR LA MITOCONDRIA

La muerte celular es un proceso mas de los que tienen lugar en un tejido vivo, y
puede darse tanto por necrosis como por apoptosis. Aunque ambos procesos pueden
coexistir en un mismo tejido, la apoptosis responde a un programa genético, y difiere en
morfologia, regulacion e incluso significado bioldégico de la necrosis. Mientras los dos
tipos de muerte celular suponen numerosos efectos destructivos sobre la célula que
pueden estar asociados a situaciones patoldgicas, la apoptosis es también necesaria
para garantizar el correcto desarrollo y la homeostasis tisular. De hecho, un desajuste en
el control del proceso apoptético puede conllevar defectos graves debidos bien a un
exceso 0 a una carencia de muerte celular (Thompson, 1995). Existen unas
caracteristicas morfolégicas tipicas de la célula que sigue un programa apoptético como
son la evaginacion de la membrana plasmatica, la condensacion de citoplasma y nucleo,
la contraccion celular y la fragmentaciéon del DNA. Las evaginaciones de la membrana
celular comportan la formacion de los cuerpos apoptoéticos, porciones de citoplasma
completamente envueltos por membrana plasmatica que contienen organulos intactos.
Dichos cuerpos apoptoticos pueden ser procesados por fagocitos evitando una reacciéon

inflamatoria (Danial and Korsmeyer, 2004).

La apoptosis puede desencadenarse en respuesta a estimulos de diferente
naturaleza y procedentes del exterior o el propio interior celular. Existen dos vias
principales de activacion de la cascada de sefalizacién apoptética segun donde ésta se
inicie. La via conocida como exogena se inicia a través de la union de ligandos a
receptores de muerte celular especificos situados en la membrana plasmatica, mientras

que la via endogena se origina en el interior de la mitocondria.
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1.3.1 ViA EXOGENA DE INICIALIZACION DE LA CASCADA APOPTOTICA

El programa de muerte celular puede activarse a través de la union de ligandos a
uno o mas de los receptores extracelulares pertenecientes a la superfamilia del receptor
de factor de necrosis tumoral. Los ligandos mas importantes son la citoquina TNFa vy el

ligando de Fas (FasL), presentes en las células del sistema inmune.

La union de los ligandos a su receptor provoca la activacion de las caspasas. Las
caspasas son un grupo de cistein-proteasas que permanecen inactivas como zimégenos,
hasta que son activadas por protedlisis. Una vez activas, tienen la propiedad de activar a
otras caspasas en cascada, lo que comporta la amplificacién de la sefal de muerte
celular. Las caspasas reconocen tetrapéptidos y cortan sus substratos en la parte carboxil
de un residuo aspartato. Se han caracterizado muchas caspasas que pueden clasificarse
como iniciadoras o efectoras, segun participen en las primeras fases de respuesta a un
estimulo o en la fase final de la apoptosis, en la que se activan los mecanismos
necesarios para inducir la destruccién de dianas citosodlicas y nucleares, permitiendo la
adquisicion de las caracteristicas tipicas de la apoptosis (Cryns and Yuan, 1998;
Hengartner, 2000a; Thornberry and Lazebnik, 1998).

La union de FasL a su receptor secuestra la pro-caspasa-8 a la membrana celular
mediante una proteina adaptadora, FADD (Fas Associated Death Domain) que esta unida
al receptor Fas. El reclutamiento de la pro-caspasa-8 forma un complejo denominado
DISC (death-inducing signalling complex) en la membrana plasmatica que resulta en la
activacion de la caspasa-8. Esta caspasa puede activar la caspasa-3 directamente. La
caspasa-3 es considerada como un efector del proceso apoptético ya que es capaz de
romper proteinas estructurales clave, y de promover la fragmentacion del DNA resultando
en la muerte de la célula. Por otro lado, la caspasa-8 puede también promover la
apoptosis mediante su interacciéon con miembros de la familia Bcl-2 que son un grupo de
proteinas reguladoras del proceso apoptético. La caspasa-8 puede truncar la proteina Bid
generando un pequefo fragmento pro-apoptético denominado tBid (fruncated Bid). Este
fragmento activo puede translocarse a la mitocondria desencadenando la liberacion del
citocromo ¢ mediante su interaccidon con Bax, otro miembro de la familia Bcl-2 (ver mas
adelante) (Adams and Cory, 2002b; Gross et al., 1999; Korsmeyer et al., 2000; Lawen,
2003).
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FIGURA 7: Esquema de las principales vias de apoptosis y alguno de sus inhibidores

1.3.2 ViA ENDOGENA DE INICIALIZACION DE LA CASCADA APOPTOTICA: LA
MITOCONDRIA COMO CENTRO REGULADOR

Un evento crucial en la activacion de la via endégena de induccién de apoptosis
es la permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa. La permeabilizacion
ocurre repentinamente en el proceso apoptoético, y conlleva la liberacion de proteinas que
normalmente se localizan en el espacio intermembrana mitocondrial. A menudo, la
permeabilizacion esta asociada a la disipacion del potencial de membrana (AY¥) lo que

puede tener lugar antes, durante o como consecuencia de la propia permeabilizacion.

La permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa induce la muerte celular
por tres mecanismos generales: la liberacion de proteinas activadoras de caspasas, la
liberacion de moléculas involucradas en muerte celular independiente de caspasas, y la
pérdida de funciones mitocondriales esenciales para la supervivencia celular (Green and
Kroemer, 2004).

Existe controversia sobre qué sefiales iniciarian el proceso que desencadena la

permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa, pero dos mecanismos generales
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han sido propuestos, uno incluyendo la participaciéon de la membrana interna y el otro

involucrando Unicamente a la externa.

El primer mecanismo se basa en la formacion de un poro en la membrana
mitocondrial, conocido como el poro de transicion en la permeabilidad mitocondrial
(MPTP, mitochondrial permeability transition pore), que permite el paso de agua y solutos
de peso molecular de hasta 1,5 kDa. Este permite la transicion de una baja permeabilidad
de la membrana, a una conductancia elevada e inespecifica. Se trata de un complejo
multiproteico que se situaria en la membrana mitocondrial, estableciendo puntos de
contacto entre la membrana interna y externa. Sin embargo, aun hoy la naturaleza de sus
componentes e incluso el hecho de que el poro esté permanentemente formado o se

constituya como tal tan solo ante determinados estimulos, es fruto de controversia.

El modelo hipotético clasico para la formacion del MPTP otorga un papel principal a la
Adenina Nucleétido Translocasa (ANT, adenine nucelotide translocator) en la membrana
mitocondrial interna, y al canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC, voltage
dependent anion channel) o porina, en la membrana mitocondrial externa. Otras
proteinas que se han considerado parte de este complejo son la hexoquinasa (HKII)
(citosodlica), la ciclofiina D (Cyp-D) (matricial), la creatina kinasa (mtCK) (espacio
intermembrana) y el receptor periférico de benzodiacepinas (PBR) (membrana

mitocondrial externa) (Zamzami and Kroemer, 2001).

No obstante, los verdaderos constituyentes del poro continuan siendo debatidos dado
que recientemente se ha descrito la formacién del poro, en mitocondrias procedentes de

ratones knock-out para ANT (Kokoszka et al., 2004).

El Ca®" favorece la apertura del MPTP vy las transiciones de permeabilidad (cierre-
apertura) estan reguladas por factores como el potencial de membrana mitocondrial, el
pH de la matriz mitocondrial, el potencial redox, nucleétidos de adenina, e iones metalicos
divalentes. Finalmente, la apertura del MPTP puede ser inducida o inhibida por diversos
farmacos (Zoratti and Szabo, 1995) (ver Tabla 1). La ciclosporina A (CsA) es un farmaco
inmunosupresor que inhibe especificamente y a bajas concentraciones (por debajo del
micromolar) la apertura del MPTP, a través de su interaccion con la ciclofilina D
(Crompton et al., 1988).

La apertura del MPTP conlleva la disipacion del potencial de membrana mitocondrial

lo que puede ser suficiente para provocar el hinchamiento o swelling de la matriz
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mitocondrial y finalmente, la rotura de la membrana mitocondrial externa. Sin embargo, la
apertura del MPTP puede ser transitoria (Huser and Blatter, 1999), no tratandose

necesariamente de un proceso irreversible.
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FIGURA 8: Esquema clasico de la constitucion del MPTP y
algunos de los moduladores de su actividad (Zamzami and
Kroemer, 2001)

En muchos casos, una pérdida de AY es un evento temprano en la cadena de
acontecimientos apoptéticos, no obstante, datos recientes apuntan a que dicho descenso
puede ser mas una consecuencia que una causa del propio proceso de muerte celular.
Asi, el requerimiento del descenso de potencial, parece depender del tipo celular (Ly et
al., 2003).

De hecho, el segundo mecanismo propuesto para el proceso de apoptosis
dependiente de mitocondria esta mediado por los miembros de la familia Bcl-2 de
proteinas reguladoras de apoptosis, que actuan directamente sobre la membrana
mitocondrial externa. Esta familia incluye miembros con actividad pro-apoptética y anti-

apoptotica que promueven o bloquean la permeabilizacién de la membrana mitocondrial
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externa, respectivamente. Los miembros anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-X,, etc.) contienen
de 3 a 4 dominios BH (regiones de homologia a Bcl-2: BH1, BH2, BH3, y BH4). Entre los
pro-apoptaticos, los hay que contienen de 2 a 3 regiones BH (Bax, Bak, Bcl-Xs, etc.) y
otros que contienen un unico dominio BH3 (Bid, Bad, Bmf, etc.), siendo estos ultimos
aquéllos con mayor potencial pro-apoptoético (Adams and Cory, 2002a; Hengartner,
2000b; Martinou and Green, 2001a).

Estas proteinas pueden constituir heterodimeros, modulando asi sus actividades
individuales. De hecho, la proporcién relativa de proteinas pro- y anti- apoptéticas, parece
ser relevante para determinar el destino final de una célula expuesta a un estimulo pro-
apoptético. Asi, la relacion Bax/Bcl-2 es habitualmente utilizada como indicativo de la
sensibilidad celular a la apoptosis (Javelaud and Besancon, 2002). La actividad de estas

proteinas también depende de modificaciones post-traduccionales.

Las proteinas de la familia Bcl-2 se encuentran en diversas localizaciones
subcelulares que van desde la propia mitocondria hasta el reticulo endoplasmatico, el
citoplasma, y la superficie de la membrana nuclear (Park and Hockenbery, 1996).
Algunas de estas localizaciones son fijas, pero en otros casos la movilidad de estas
proteinas de una a otra localizacion es determinante en su actividad. Muchos miembros
pro-apoptdticos, como por ejemplo Bax, se encuentran en estado basal en el citoplasma,
pero se translocan a la membrana mitocondrial externa ante una sefal de muerte celular.
Una vez en la membrana, estas proteinas oligomerizarian para constituir canales, gracias
a su capacidad para interaccionar con lipidos proclives a adquirir curvatura negativa en
las membranas (Antonsson et al., 2001; Basanez et al., 2002), permitiendo la
permeabilizacidon de la membrana mitocondrial externa. Los miembros anti-apoptéticos de
la familia, pueden interaccionar con Bax, Bak, etc. impidiendo los cambios

conformacionales que les permiten constituir estos canales.

Aunque inicialmente la permeabilizacién de la membrana sea independiente de la
accion del MPTP, éste puede abrirse secundariamente (Chang et al., 2003). En estudios
realizados con proteoliposomas, se ha observado que los miembros de la familia Bcl-2
pueden interaccionar fisica o funcionalmente con posibles constituyentes del MPTP
(VDAC, ANT...) modulando su actividad. Asi, los miembros anti-apoptoticos como el
propio Bcl-2, inhiben la conductancia a través del MPTP, mientras que Bax puede
inducirla (Marzo et al., 1998; Shimizu et al., 1999). Ademas, interaccionan con
constituyentes que juegan un importante papel en el metabolismo intermediario, como por

ejemplo la hexoquinasa (Harris and Thompson, 2000). Estas interacciones establecen
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probablemente un nexo entre metabolismo y apoptosis, ligando el control del proceso de

muerte celular a demandas metabdlicas especificas.

Incfuctores MPTR

Fiy A
Agentes oxidantes
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Ligandos de |a adenina nucledtido ranslocasa (acido bongkrékiko)
Cligomicina

Pratones

Cationes divalentes (Mg, Sri+ Mn2+ Ba®) v trivalentes (La*)
Competidores de la union por el Ca?+

Secuestradores de radicales

Paliaminas (espermina vy espermiding)

Carnitina y acilcarniting

Agentes reductores de SH (DTT)

BSA

Csl,

TABLA 1: Principales inductores e inhibidores de la apertura del
MPTP (adaptado de Zoratti and Szabo, 1995)
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La liberacion de proteinas desde el espacio intermembrana, asi como la pérdida de
funciones mitocondriales asociada a la permeabilizacion de la membrana externa,
promueve la activaciéon de eventos downstream que finalmente conducen a la muerte
celular. Cabe destacar que no esta claro si todas las proteinas son liberadas al mismo
tiempo (Ott et al., 2002).

También es fruto de controversia el modo en que el citocromo c¢ alcanza el
citoplasma. Algunos modelos proponen que dicha liberacidon se haria a través de los
poros constituidos por miembros de la familia Bcl-2. Otros han propuesto que la liberacion
seria consecuencia del swelling y posterior ruptura de la membrana mitocondrial externa
causada por la apertura del MPTP. Y un tercer modelo sugiere que la proteina se
liberaria a través del propio poro de transicion, posiblemente debido a cambios en su
conformacion en los que estarian involucrados miembros de la familia Bcl-2. (Martinou
and Green, 2001b). Estos mecanismos no son mutuamente excluyentes y podrian ocurrir

simultaneamente o secuencialmente en determinadas vias apoptéticas.

Una vez en el citoplasma, el citocromo ¢ induce la muerte celular a través de la
cascada de caspasas, sin embargo, otras proteinas liberadas pueden actuar como
efectores de apoptosis independientes de caspasas. El citocromo ¢ que normalmente
participa en la transferencia de electrones a través de la cadena respiratoria, interacciona
en el citosol con las proteinas Apaf-1 y caspasa-9 en presencia de ATP, constituyendo el

apoptosoma, un complejo catalitico que inicia la activacién en cascada de caspasas.

Con la permeabilizacion, también se liberan efectores de muerte celular
independiente de caspasas, que son proteinas mitocondriales capaces de translocarse al
nucleo y promover directamente la fragmentacion del DNA (p.ej. AlF o apoptosis inducing
factor, y Endo G) (van Gurp et al., 2003b).

La muerte celular programada es un proceso complejo altamente regulado no sélo por
los miembros de la familia Bcl-2, sino también por diferentes proteinas que actian como
represores del proceso. Estos represores de apoptosis pueden considerarse “puntos de
control” que deciden el destino celular frente a un estimulo pro-apoptético. Existen
inhibidores responsables de bloquear principalmente la apoptosis mediada por
receptores, a través de su interaccién con caspasas iniciadoras (p.ej. ARC y FLIP). Pero
también, proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs o inhibitors of apoptosis proteins) que

tienen dianas de inhibicion tanto iniciadoras (caspasa-9) como efectoras (caspasa-3), y
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pueden por tanto bloquear el proceso de muerte independiente o dependiente de
regulacion mitocondrial (Liston et al., 2003). Algunos factores pro-apoptéticos liberados
de la mitocondria durante la permeabilizacién de la membrana externa actuan inhibiendo
diversos IAPs (p.ej. Smac/Diablo, Omi/HtrA2) (van Gurp et al., 2003a).

1.3.3 ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO Y CONTROL MITOCONDRIAL DE LA
APOPTOSIS

La apoptosis es un proceso activo de auto-destruccidn que depende de la
disponibilidad de ATP. De hecho, cuando los niveles de ATP son insuficientes, una célula
que inicialmente estaba muriendo por apoptosis, puede finalmente morir a través de un
proceso necrotico. La susceptibilidad de las células a morir por apoptosis 0 necrosis esta
fuertemente influenciada por el grado de estrés oxidativo, que como se menciond
previamente resulta de un desequilibrio entre la produccion de ROS y la capacidad
antioxidante. La cadena respiratoria es el principal lugar de producciéon de ROS en las
células no fagociticas. Otras fuentes de ROS pueden ser la radiacién, substancias

quimicas citotoxicas y farmacos.

Aumentos en la producciéon de ROS estan asociados tanto a fases tempranas
como tardias del proceso apoptético, produciéndose frecuentemente como consecuencia
indirecta de otros cambios que ocurren durante el proceso. Los principales aumentos en
los niveles de ROS pueden detectarse en las fases iniciales de la apoptosis cuando ésta
es causada por la activacion de p53, ceramidas o por la accion de staurosporina o TNFa.
Asimismo, los radicales libres como el perdxido de hidrogeno o el superdxido, asi como
amplificadores de radicales libres como el paraquat, pueden actuar como inductores de
apoptosis (Raha and Robinson, 2001; Thirunavukkarasu et al., 2004). Asi, se ha
observado como los antioxidantes son capaces de frenar el programa de muerte celular
en diferentes sistemas celulares (Fiordaliso et al., 2004; McCarthy et al., 2004; Sanvicens
et al., 2004). Igualmente, un déficit en la capacidad antioxidante celular puede conducir o

sensibilizar a la muerte celular programada (de Bernardo et al., 2004; Zhao et al., 2002).

El estrés oxidativo provoca un colapso global de la funcion mitocondrial,
disminuyendo el aporte de energia a la célula y contribuyendo por tanto, a la muerte
celular. Privaciones transitorias y limitadas de ATP correlacionan con apoptosis, mientras
que depleciones dramaticas de ATP estan mas relacionadas con procesos necroticos.
Sin embargo, mientras que inhibidores de la cadena respiratoria, la ATP sintasa o

desacoplantes quimicos, no afectan necesariamente a la viabilidad celular, es posible
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inducir apoptosis en células HeLa combinando la accién de inhibidores de la respiracion y
desacoplantes, una situacion en la que se producen gran cantidad de ROS, sugiriendo
una posible accién pro-apoptética para los ROS generados en la mitocondria (Lyamzaev
et al., 2004).

La maxima produccién de ROS esta asociada a situaciones en que el potencial de
membrana mitocondrial es elevado y por tanto el flujo a través de la cadena respiratoria
es lento. La rotenona, un inhibidor del Complejo | de la cadena respiratoria, puede inducir
apoptosis mediante un aumento en la produccion de ROS (Li et al., 2003). Ademas,
recientemente se ha probado como la inhibicién del Complejo Il de la cadena respiratoria
puede inducir la liberacion del Ca?* intramitocondrial a través de la apertura del MPTP,
probablemente debido a un aumento en la produccion de ROS, conduciendo a las
alteraciones motoras observadas en algunas patologias neurodegenerativas (Rosenstock
et al., 2004).

Ademas de su conocida actividad bioenergética, la mitocondria es relevante en la
homeostasis del Ca®*. El Ca?* a su vez, juega un importante papel en la relacién de los
ROS con la apoptosis dependiente de sefalizacion mitocondrial. El Ca?* intra-
mitocondrial promueve la produccion de ROS (Kanno et al., 2004), que a su vez podrian
estar implicados en la apertura del MPTP inducida por Ca* (Zhao et al., 2004). Un
mecanismo propuesto para la explicar la apertura del MPTP inducida por Ca?* esta
relacionado con la oxidacién de la cardiolipina. La cardiolipina es un fosfolipido localizado
en la membrana mitocondrial interna y que mantiene al citocromo ¢ asociado a la cara
externa de esta membrana durante la respiracion. Una produccion elevada de ROS
podria causar un dafio oxidativo sobre la cardiolipina, con las consiguientes alteraciones
en la solubilidad de la membrana, la apertura del MPTP y la posterior liberacion de

citocromo c (Petrosillo et al., 2004).

Igualmente hay que destacar que el mantenimiento de la integridad de la membrana
mitocondrial es un proceso dinamico y un estrés oxidativo severo puede comportar la
apertura del MPTP. Agentes pro-oxidantes que actuan directamente sobre componentes
del MPTP, sobre miembros de la familia Bcl-2, o mediante la peroxidacion de proteinas o
lipidos, modifican la constitucion de la membrana plasmatica pudiendo inducir la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa. La permeabilizacion conduce al
hinchamiento o swelling mitocondrial y a la liberacién de factores pro-apoptéticos (Le

Bras et al., 2005). Ademas, los ROS derivados de la propia transicion en la permeabilidad
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mitocondrial pueden influir en eventos apoptdéticos posteriores, p.ej. formacion del

apoptosoma durante apoptosis mediada por Fas (Sato et al., 2004).

Las especies reactivas de oxigeno estan también involucradas en la modulacion de la
apoptosis que ejercen los miembros de la familia Bcl-2. De hecho, los ROS regulan la
fosforilacion y ubiquitinizacién de proteinas de la familia Bcl-2, resultando en niveles
aumentados de proteinas pro-apoptoticas (Li et al., 2004). Ademas, Bcl-2 (o Bcl-xL)
puede actuar como un agente antioxidante bloqueando un evento dependiente de ROS
en la cascada de senalizacion apoptoética ya sea afectando a la produccion de ROS
(Gottlieb et al., 2000; Kane et al., 1993) o previniendo el dafio oxidativo de constituyentes
celulares (Hockenbery et al., 1993) mediante la induccién de antioxidantes celulares

endogenos (Steinman, 1995).

Finalmente, los ROS pueden promover la apoptosis de forma independiente mediante
su interaccién con macromoléculas bioldgicas (p.ej. lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
carbohidratos), como hemos descrito anteriormente para la cardiolipina. Las interacciones
de los ROS con estas moléculas genera radicales secundarios nuevos, iniciando una
cadena continua de reacciones que puede conducir a la peroxidacion lipidica, el dafio del
DNA, la inhibicién del crecimiento o la muerte celular, como ya hemos indicado (Kannan
and Jain, 2000). El dafio del DNA puede ser particularmente relevante para el DNA
mitocondrial. El genoma mitocondrial es mas susceptible al dafio oxidativo que el genoma
nuclear debido a la carencia de proteinas protectoras, a la baja eficiencia de los
mecanismos de reparacion del DNA mitocondrial, y la proximidad de la cadena
respiratoria (Fosslien, 2001). Las alteraciones en el DNA mitocondrial pueden disminuir

progresivamente la funcién mitocondrial.

Es importante remarcar que los ROS no deben ser considerados uUnicamente
promotores de la muerte celular. De hecho, los ROS pueden tener efectos beneficiosos
para la supervivencia celular cuando no exceden su capacidad detoxificante. Estas
propiedades beneficiosas de los ROS para la supervivencia celular estan esencialmente
relacionadas con su capacidad para actuar como segundos mensajeros en el interior
celular (Fleury et al., 2002; Herrlich and Bohmer, 2000). Una importante prueba que
sugiere un papel de los ROS como segundos mensajeros, es su capacidad para activar a
NF-xB. Este factor de transcripciéon regula la expresion inducible de varios genes
involucrados en la supervivencia celular. NFkB regula genes tanto anti-apoptoticos como
Bcl-2, como factores pro-apoptéticos como Bax y p53 (Karin and Lin, 2002c).

Recientemente, se ha observado como la eliminacién de ROS promueve la muerte
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celular en diferentes situaciones, sugiriendo que el estrés oxidativo podria promover
mecanismos de sefalizacién esenciales para la supervivencia celular (Haendeler et al.,
2004; Kim et al., 2005; Vaquero et al., 2004). De hecho, la exposicion del corazéon a ROS
mediante isquemias intermitentes, un proceso conocido como pre-condicionamiento,
inicia diferentes vias de sefalizacion (p.ej. NF-kB, cascadas de MAP kinasas...) que
pueden convertir una sefal inicial de muerte celular en una sefal de supervivencia,
disminuyendo el dafio subsiguiente a la isquemia/reperfusion (Das and Maulik, 2004;
Ravati et al., 2001). Asimismo, los ROS inducen la expresién de defensas antioxidantes
como la tioredoxina (Prieto-Alamo et al., 2000) que se sabe puede proteger las células

del miocardio contra el dafo causado por la hipoxia-reoxigenacioén (Isowa et al., 2000).

1.3.4 EL FACTOR NF-xkB. UN NEXO ENTRE ESTRES CELULAR Y NUCLEO

La familia de factores de transcripcion NF-xB (nuclear factor kappa B) controla la
expresion de genes implicados en la respuesta inflamatoria, la inmunidad adaptativa, la
supervivencia y proliferacion celulares, la angiogénesis, y la carcinogénesis. Esta familia
de factores comparte un dominio denominado de homologia Rel, que contiene la
secuencia de localizacion nuclear y esta relacionado con la unién al DNA. Los miembros
de esta familia actian como dimeros que se translocan al nucleo en respuesta a un
estimulo, activando la expresion de genes que incluyen secuencias de unién NF-xB en
sus promotores. Los mamiferos expresan cinco proteinas Rel que se subdividen en dos
clases. En el primer grupo se encuentran RelA (p65), c-Rel y RelB, que se sintetizan
como proteinas maduras. El segundo esta codificado por los genes Nfkb1 y Nfkb2 que se
sintetizan como precursores de gran tamafo, pero inactivos (p105 y p100), y cuya

protedlisis da lugar a las formas maduras y activas que son p50 y p52.

Pueden formarse muchas combinaciones de dimeros entre los distintos miembros
de la familia, pero el heterodimero formado por p50-p65 constituye el factor de
transcripcion NF-xB prototipico y se encuentra en un gran numero de tipos celulares

(Baeuerle and Baltimore, 1996).

La actividad de transcripcion NF-kB (de los dimeros que contienen RelA o c-Rel),
esta regulada mediante otras familias de proteinas. Estos dimeros se mantienen inactivos
en el citoplasma a través de su interaccién con inhibidores especificos denominados
IxBs. Estos inhibidores sufren una rapida degradacién proteosémica una vez fosforilados

por la kinasa IkB (complejo IKK) que se activa ante variedad de estimulos. EI complejo
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IKK esta constituido por dos subunidades cataliticas (IKKa y IKKB) que fosforilan a IkB, y
una reguladora (IKKy o NEMO). Una vez degradada IkB, el dimero NF-xB es libre de
translocarse al nucleo. Alli, pueden sufrir otras modificaciones, principalmente
fosforilaciones, que pueden modular su actividad transactivadora (Aggarwal, 2004; Karin
and Lin, 2002b).

Son diversos los estimulos que pueden activar la cascada de sefalizacion
dependiente de NF-kB, algunos via receptor especifico (por ejemplo TNFa), y otros como

los ROS que actuan independientemente de receptor (Soares et al., 1998).

El hecho de que la ausencia de NF-xB sensibilice a la apoptosis inducida por
TNFa, puso en evidencia el relevante papel de este factor en la inhibiciéon de la muerte
celular. Este factor de transcripcion ejerce su actividad anti-apoptoética induciendo la
expresion de diversos genes implicados en la supervivencia celular, como inhibidores
celulares de apoptosis (c-IAPs), inhibidores de la activacién de caspasas (c-FLIP),
miembros de la familia Bcl-2 (A1, Bcl-X.), TRAF1 y TRAF2, inhibidores de la activacion de
Jnk (XIAP, GADD45f), MnSOD (Karin and Lin, 2002a; Wong et al., 1989).

Si los genes inducidos por NF-xB van encaminados hacia la supervivencia celular,
han de existir mecanismos que limiten su induccién o actividad ante un estimulo pro-
apoptotico. A menudo, las proteinas implicadas en la activacion de NF-xB, o los
productos génicos resultado de su accién en el nucleo, son substratos de las caspasas, y
son por tanto proteolizados e inactivados durante la cascada apoptética (Karin and Lin,
2002d; Kucharczak et al., 2003). Es posible incluso que NF-kB conserve su capacidad de
unién al DNA pero sea incapaz de transactivar como resultado de dicha protedlisis
(Levkau et al., 1999).

A pesar de que la mayoria de datos sugieren un papel primordialmente anti-
apoptotico de NF-kB , cada vez mas datos evidencian que en ciertos tipos celulares y
condiciones, NF-xB podria contribuir a la induccion de factores pro-apoptéticos (Kasof et
al., 2001; Ravi et al., 2001; Zheng et al., 2001).

Clasicamente, se ha considerado que uno de los estimulos capaces de modular la
actividad del factor NF-xB es el estrés oxidativo. El H,O, es capaz de inducir la activacion
del factor, mientras que los antioxidantes pueden inhibirlo. Sin embargo, estos efectos

dependen de forma critica del tipo celular y el estimulo que origina la respuesta. De
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hecho, se ha comprobado que algunos antioxidantes ejercen su accion inhibidora sobre
NF-xB de forma indirecta, actuando sobre otras dianas y de forma independiente de un

efecto antioxidante directo (Bowie and O'Neill, 2000; Mercurio and Manning, 1999).

1.3.5 LIPOAPOTOSIS: PAPEL DE LOS ROS EN EL EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS
SOBRE LA APOPTOSIS

Los acidos grasos de cadena larga, particularmente el palmitato, se comportan como
importantes activadores de la apoptosis en diferentes tipos celulares, que van desde las
células B-pancreaticas hasta los cardiomiocitos. El término “lipoapoptosis” se acufié para
describir el proceso apoptético inducido por acidos grasos (Listenberger and Schaffer,
2002; Unger and Orci, 2002). Se cree que, cuando la entrada de un acido graso a una
célula excede su capacidad oxidativa, éste entra en otras vias metabdlicas,
principalmente la esterificacion a triglicéridos. Los triglicéridos en baja cantidad no son
particularmente perjudiciales para la mayoria de tipos celulares, pero son una fuente de
acidos grasos a través de la lipdlisis. Los acidos grasos intracelulares promueven vias
que si pueden resultar deletéreas, como la apoptosis. La ceramida es un importante
mediador intracelular de la accién de los acidos grasos en la apoptosis. Esta también
media la respuesta a otros estimulos pro-apoptéticos como el TNFa o la staurosporina.
La interaccion del palmitoil-CoA con la serina activa la sintesis de novo de ceramida, lo
que a su vez activa la produccion de especies reactivas de nitrogeno y probablemente de
ROS, ya que este tipo de moléculas puede estar directamente relacionado con el proceso
de apoptosis. No obstante, el palmitato puede inducir la produccion de ROS por
mecanismos independientes de la sintesis de ceramida. Asi, incrementos en los ROS
pueden ser resultado directo de los efectos de los acidos grasos a través de alteraciones
en la cadena respiratoria mitocondrial y el desacoplamiento (Carlsson et al., 1999) o a
través de vias extramitocondriales como las actividades NADPH oxidasa (Inoguchi et al.,
2000).

Sin embargo, la accion del palmitato sobre la apoptosis no es siempre dependiente de
ROS (Hickson-Bick et al., 2002). Otro mecanismo propuesto para explicar los efectos de
los acidos grasos sobre la apoptosis se basa en la posible interaccion directa de estas
moléculas con componentes de la mitocondria. Los acidos grasos se unen a membranas
y tienen la capacidad de alterar su permeabilidad, lo que podria favorecer el
desacoplamiento, e inducir la apertura del MPTP, activando asi toda la cascada de
eventos apoptoticos (Kong and Rabkin, 2000; Penzo et al.,, 2002b). La capacidad e

intensidad con la que los acidos grasos desencadenan estos efectos parece estar
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determinada por la naturaleza del acido graso en concreto (longitud, grado de
saturacion,...) y por el resto de mecanismos involucrados en el proceso. Asi, tanto el
acido araquidonico como el acido palmitico abren el MPTP, pero la accién del primero es
mas directa. De hecho, el acido araquiddnico que se origina en el citosol como resultado
de la actividad fosfolipasa A(2), se ha sugerido como mediador de la apertura del MPTP

en respuesta al TNFo (Penzo et al., 2004).

Los procesos lipoapoptéticos constituyen un ejemplo de interaccién entre el
metabolismo de los ROS y la apoptosis, y son especialmente relevantes en
enfermedades como la diabetes, lipoatrofia del tejido adiposos o cardiomiopatias, que
suponen alteraciones en el metabolismo y disponibilidad de lipidos. No obstante, el
potencial apoptético de los acidos grasos no es siempre deletéreo, y de hecho pueden
resultar beneficiosos a largo plazo. Datos epidemioldgicos establecen que la ingestidon de
acidos grasos de larga cadena poliinsaturados omega-3, como el &cido
docosahexaenoico o eicosapentanoico, abundantes en aceites de pescado, tiene efectos
positivos sobre algunas alteraciones y patologias humanas, incluyendo enfermedades
cardiovasculares y cancer (Tapiero et al., 2002). Aunque la accién de los acidos grasos
omega-3 es compleja y en ella intervienen numerosas vias de senalizacion integradas,
estudios recientes en células cancerosas sugieren que el acido docosahexaenoico induce
el paro del ciclo celular y la apoptosis a través de mecanismos que involucran a Bcl-2 y a

la regulacién de la salida del citocromo ¢ de la mitocondria (Siddiqui et al., 2004).

. EL MUscuLO ESQUELETICO

La formacion del musculo esquelético durante la embriogénesis recibe el nombre
de miogénesis. Durante la miogénesis se producen dos acontecimientos clave:
determinacion y diferenciacion. La determinacion es el proceso mediante el cual, las
células pluripotentes embrionarias se determinan a linage miogénico. Las células
mesodérmicas del somita reciben sefiales especificos de los tejidos que las envuelven
para determinar diferentes linajes celulares, entre ellos, las células precursoras del
musculo o mioblastos. Mediante la diferenciacién, los mioblastos adquieren un fenotipo
especifico de musculo. Los mioblastos proliferan, en algunos casos migran, y se alinean,
deteniendo la proliferacion e induciendo la expresion de genes necesarios para el
desarrollo y funciones musculares, al mismo tiempo que se fusionan formando sincitios, y

dando lugar a los miotubos diferenciados.

33



INTRODUCCION

Determinacién y diferenciacién son procesos complejos influenciados por
multiples vias, que regulan positiva o negativamente la expresion de genes reguladores y
estructurales que confieren al musculo esquelético su fenotipo. Entre los factores
activadores de la miogénesis se encuentran los miembros de la familia Mef-2 (myocyte
enhancer factor-2) y los de la familia MRF (muscle regulatory factors) y entre los
represores, proteinas como Id, Zeb, Mist1, etc. (Arnold and Winter, 1998; Molkentin and
Olson, 1996; Yun and Wold, 1996).

1.1 Los ROS EN LA FISIOLOGIA DEL MUSCULO ESQUELETICO

11.1.1 PAPEL DE LOS ROS EN LA FISIOLOGIA MUSCULAR

Los ROS juegan un papel modulador en la fisiologia del musculo esquelético. En
el masculo de un individuo sano, los ROS se generan permanentemente interviniendo en
la regulacion de procesos que van desde el desarrollo hasta el metabolismo, y desde el

riego sanguineo hasta la funcion contractil.

El musculo en reposo produce O,"y esta produccién aumenta drasticamente ante
la contraccion. Los diferentes sistemas antioxidantes presentes en la célula se encargan
de la proteccion del musculo frente al dafio oxidativo que podria seguir a esta elevada
produccion. Entre los sistemas antioxidantes no enzimaticos que intervienen en dicha
proteccion parece tener un importante papel el glutation reducido que se encuentra en

una elevada concentracién en el musculo esquelético (0.5 - 3 mM).

Los ROS tienen un efecto bifasico sobre la actividad contractil del musculo
esquelético. Los bajos niveles de ROS que se dan durante el reposo son esenciales para
la produccién normal de fuerza. De hecho, la depleciéon de ROS provoca un descenso en
la fuerza, mientras que un suplemento modesto de ROS induce un aumento en la fuerza
de contraccion. Sin embargo, a dosis elevadas, el efecto beneficioso se revierte y la
fuerza de contraccion decae con la produccion de ROS de forma tiempo- y dosis-
dependiente. Los efectos perjudiciales derivados del estrés oxidativo pueden inhibirse
con un pre-tratamiento con antioxidantes o revertirse por la administracion de agentes
reductores post-hoc (Reid, 2001a). El aumento en la generacion de ROS que ocurre
durante el ejercicio extenuante contribuye al desarrollo de la fatiga aguda muscular. Los
ROS derivados del musculo se generan tan rapido que sobrepasan la capacidad
antioxidante de la fibra muscular, y con el acimulo de ROS se da la inhibicion

consiguiente de la fuerza de contraccion.
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No es esperable que un unico aporte de ROS sea responsable de toda la
produccion generada por el musculo durante el ejercicio (Stofan et al., 2000). El aumento
en el nivel de ROS intracelulares durante la contraccion repetitiva, parece estar mediada
por la isoforma de 14 kDa de la fosfolipasa A2, PLA, (Nethery et al., 1999c¢) y depende de
la afluencia de calcio intracelular (Supinski et al., 1999). El ejercicio fisico incrementa la
demanda, y con ello el flujo, de oxigeno al musculo activo. Como la produccion de O, en
la mitocondria depende de la tension de oxigeno, se supone que es un punto clave en el
aumento de ROS durante el ejercicio. Ademas, se ha observado que las mitocondrias de
musculo liberan peréxido de hidréogeno. El calcio y la disminucién en inhibidores de la
PLA, estimulan la produccion de ROS en las mitocondrias (Nethery et al., 1999b).
Igualmente, otros datos indican que la mitocondria es la principal fuente de ROS en el
musculo estimulado por TNFo. Asi, parece que la mitocondria es la principal fuente de
ROS en el musculo esquelético y que la PLA; juega un importante papel en la regulacién
de la produccion de ROS (Li et al., 1999).

Un mecanismo alternativo mediante el cual el ejercicio puede inducir la produccién
de ROS son los procesos de isquemia-reperfusion. El ejercicio intenso esta relacionado
con periodos de hipoxia tisular transitoria en diversos érganos cuando la sangre se
desvia para cubrir las necesidades del musculo activo y la piel. Las fibras musculares
pueden también también padecer de una hipoxia relativa, cuando el aporte de oxigeno es
insuficiente para cubrir las demandas energéticas del musculo (Koyama et al., 1999¢). La
posterior re-oxigenacion de estos tejidos ocurre tras finalizar el ejercicio y esta asociada a
un una induccion de la produccion de ROS (Koyama et al., 1999b; Packer, 1997a).
Existen varios mecanismos para explicar dicha produccion de ROS. Una de ellos es la
conversion del enzima xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa. Ambos enzimas son
formas diferentes de un mismo producto génico y difieren en la presencia de un lugar de
union a NAD" exclusivamente en la forma deshidrogenasa. Estos enzimas catalizan la
degradacién de la hipoxantina a xantina, y consecuentemente a acido urico, sélo la
xantina oxidasa produce O, en el Ultimo paso de esta reaccion, porque el NAD" estabiliza
la flavin-semiquinona que interviene en la reaccién. Ambas formas enzimaticas pueden
interconvertirse por la oxido-reduccién de determinados residuos de cisteina (Hille and
Nishino, 1995). Dicho mecanismo produce ROS varias horas después del ejercicio, y no

esta restringido al musculo esquelético (Koyama et al., 1999a).

Entre las adaptaciones fisiolégicas del musculo al ejercicio esta la regulacion de la

expresion génica (Packer, 1997b; Sen and Packer, 1996). El musculo incrementa la
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expresion de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa, la superdxido
dismutasa y la catalasa (Powers et al., 1999). Esta respuesta génica es bloqueada por
antioxidantes, por lo que los propios ROS parecen mediar la sefalizacién (Jackson et al.,
1999; Khassaf et al., 2005). Ademas, se ha propuesto que los ROS podrian estimular la

biogénesis mitocondrial (Davies et al., 1982).

11.1.2 LoS ROS EN LA PATOLOGIA DEL MUSCULO ESQUELETICO

La produccion de ROS por el musculo esquelético puede estar alterada por
multiples factores distintos a la contraccién o el ejercicio, y una situacion de estrés
oxidativo puede a su vez desencadenar un proceso patoldégico. Por ejemplo, el
envejecimiento parece aumentar la cantidad de ROS a la que esta expuesto el musculo
esquelético (Fulle et al., 2004). El dafno muscular debido a la reperfusidon o a un exceso
de fuerza, también resulta en estrés oxidativo y puede estar asociado a una pérdida de
funcién. De hecho, tras un dafio o carga mecanica, las células musculares se convierten
en una fuente importante de factores solubles que influencian tanto la quimiotaxis de

neutréfilos como su produccion de ROS (Tsivitse et al., 2005).

El muasculo puede también experimentar estrés oxidativo en procesos
inflamatorios como la miopatia hipertiroidea, sepsis, paro cardiaco y la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (Reid, 2001b). La generacién de ROS esta muy estimulada
durante la contraccién del diafragma en animales con sepsis tratados con endotoxinas
(Nethery et al.,, 1999a). En los pacientes de paro cardiaco se suelen observar
anormalidades metabdlicas e intolerancia al ejercicio. Esto podria explicarse por un
exceso en la generacion de ROS en estas circunstancias. De hecho, los musculos de
extremidades pertenecientes a animales que han sufrido una crisis cardiaca e infarto
muestran un incremento en la producciéon de ROS sin modificacién de la actividad de los
sistemas enzimaticos antioxidantes (Tsutsui et al., 2001). Del mismo modo, los pacientes
con distrofias (Rodriguez and Tarnopolsky, 2003) o miopatia alcohdlica crénica (Preedy et
al., 2002) también muestran estrés oxidativo en sus fibras musculares, y el tratamiento
con antioxidantes resulta efectivo en la prevencion de alguna de las alteraciones

musculares esperables para estas patologias (Mansouri et al., 2001).
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1.2 EL PROCESO DE APOPTOSIS EN EL MUSCULO ESQUELETICO

I1.2.1 PARTICULARIDADES DEL MUSCULO ESQUELETICO EN CUANTO A LA
APOPTOSIS

El musculo esquelético plenamente diferenciado puede desencadenar el
programa de muerte celular ya sea en respuesta a un estimulo fisiolégico concreto o
como parte de un proceso patoldgico. Aunque los estudios sobre las vias apoptaticas y
su regulacion en células musculares diferenciadas son escasos, algunos mecanismos

descritos son similares a los encontrados para otros tipos celulares (McArdle et al., 1999).

Los miotubos diferenciados poseen unas particularidades que convierten al
musculo esquelético en un tejido unico en cuanto al desarrollo y regulacion del proceso

apoptotico:

- Las células musculares son plurinucleares y los mionucleos pueden
desencadenar apoptosis de forma individual, afectando a una region limitada del
sarcoplasma y manteniendo la funcion e integridad celulares. Es probable que la
apoptosis de mionucleos individuales y la degradacion de la region
sarcoplasmatica bajo su control, contribuya al desarrollo de atrofia en las fibras

musculares (Borisov and Carlson, 2000b; Tews et al., 1997).

- El contenido en mitocondrias presente en los miotubos varia en funcion del tipo de

fibra muscular y del nivel de entrenamiento.

Ademas, el musculo esquelético contiene dos subpoblaciones mitocondriales
diferenciables tanto  bioquimica como morfolégicamente, las mitocondrias
intermiofibrilares y las subsarcolémmicas, localizadas entre las miofibrillas y bajo el
sarcolemma respectivamente. Estos dos tipos mitocondriales presentan caracteristicas
diferenciales como un mayor contenido en cardiolipina y una tasa de respiracién en
estado 3 superior en las mitocondrias intermiofibrilares (Cogswell et al., 1993). Por ello,

podrian tener un comportamiento diferencial ante a un estimulo pro-apoptético comun.
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I.2.2 PROCESO DE APOPTOSIS EN LA DIFERENCIACION MUSCULAR, Y
ADQUISICION DE RESISTENCIA A LA MUERTE CELULAR

La adquisicién de la resistencia a apoptosis caracteristica de las células
musculares diferenciadas, forma parte del propio proceso de miogénesis. Los mioblastos
son células madre que se reincorporan al ciclo celular. Ante un determinado estimulo
puede desencadenarse un proceso apoptotico, mediante el cual aquéllas células no
dafadas son seleccionadas para iniciar el programa de diferenciacion muscular (Sandri
and Carraro, 1999). En las primeras fases del proceso de diferenciacion, las células
musculares abandonan de forma irreversible el ciclo celular. De hecho, la retirada del
ciclo celular es un prerrequisito para que los factores de transcripcion miogénicos
promuevan la adquisicion del fenotipo contractil, y confiere a las células musculares

maduras, resistencia a la apoptosis.

Como hemos mencionado previamente, la miogénesis es promovida por factores
de transcripcion pertenecientes a la familia de los MRF (muscle regulatory factors) como
MyoD y miogenina, cuya induccion comporta la determinacion de las células a seguir el
programa de diferenciacion muscular. Estos factores miogénicos activan la expresion de
proteinas como p21, un inhibidor de diferentes ciclinas dependientes de kinasa (cdk),

induciendo de este modo la salida del ciclo celular (Walsh and Perlman, 1997).

La inhibicion de la actividad cdk resulta en la defosforilacion de la proteina de
retinoblastoma (pRb) (Wang et al., 1997) lo que conlleva la represion de los factores de
transcripcion E2F. La actividad cdk garantizaba el progreso en el ciclo celular y la
sensibilizacion a la apoptosis (Nahle et al., 2002). Asi, una vez establecido el estado post-
mitético, las células menos susceptibles a la apoptosis pueden adquirir un fenotipo
diferenciado caracterizado por la expresion de la cadena pesada de miosina (myosin
heavy chain, MHC). Finalmente, las células pueden fusionarse para constituir miotubos
multinucleados. Esta estrecha coordinacién entre proliferacion celular y apoptosis,
proporcionaria al organismo adulto un mecanismo para limitar la proliferacion de los

precursores miogénicos durante la embriogénesis.

Durante la diferenciacion se produce una activacion de la serin-treonin kinasa, Akt
dependiente de la accion de PI3K (fosfatidilinositol-3-kinasa) (Fujio et al., 1999). Esta
proteina fosforila, e inhibe, a proteinas implicadas en la apoptosis, como Bad y Pro-
caspasa-9, promoviendo asi la supervivencia celular (Cardone et al., 1998; Datta et al.,

1997; del Peso et al., 1997). Por otro lado, Bcl-2, con actividad anti-apoptética, se
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expresa preferencialmente en las células no-diferenciadas, promoviendo la expansion

clonal de mioblastos (Dominov et al., 1998).

Asi, las fibras del musculo esquelético muestran una gran resistencia a la
apoptosis. Esta podria deberse a la presencia de represores apoptéticos en elevadas
concentraciones. Es el caso, por ejemplo, de la proteina FLIP (Fas-associated death
domain-like IL-1-converting enzyme-inhibitory protein), que se expresa de forma muy
importante en musculo esquelético, siendo responsable de la resistencia de este tejido a
la apoptosis mediada por Fas durante la miositis (Nagaraju et al., 2000). De igual modo,
el musculo expresa elevados niveles de ARC (apoptosis repressor with caspase
recruitment domain) que interacciona selectivamente con la caspasa-8 impidiendo su
actividad. En humanos, la expresion de ARC se limita a musculo esquelético y cardiaco
(Koseki et al.,, 1998) donde actua como un inhibidor de apoptosis. ARC inhibe, no
solamente los procesos apoptoéticos dependientes de caspasa, sino que también puede
bloquear vias apoptéticas independientes de estos enzimas. Ademas. ARC puede
impedir la necrosis preservando la funcién mitocondrial (Neuss et al., 2001) e
interaccionando con Bax (miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2 (Gustafsson et al.,
2004a). Recientemente, un nuevo represor de apoptosis, APIP (Apaf-1-interacting
protein) ha sido implicado en la regulacion de los primeros estadios de la apoptosis
muscular. Concretamente, APIP compite con la procaspasa-9 por la uniéon a Apaf-1,
inhibiendo de este modo, los procesos que siguen a la liberacion del citocromo ¢ de la
mitocondria. Esta proteina se expresa de forma importante en musculo esquelético y
cardiaco, dénde es capaz de inhibir la muerte celular inducida por isquemia (Cho et al.,
2004). El masculo esquelético también muestra elevados niveles de otro represor de
apoptosis como es el hILP (human IAP-like protein, también llamada XIAP), capaz de
bloquear la apoptosis en un punto previo o posterior a la activacion de caspasas. Pese a
que la muerte celular programada ha sido relacionada con diversas miopatias y otros
procesos patoldgicos (ver mas adelante), existe consenso al considerar que las fibras
musculares no muestran signos de apoptosis en las miopatias inflamatorias (Schneider et
al., 1996; Tews and Goebel, 1998). Se considera que los elevados niveles de expresion
de la proteina hILP podrian ser la razéon que explique la rara incidencia de apoptosis en

las miopatias inflamatorias de células T (Li and Dalakas, 2000).
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I1.2.3 PATOLOGIAS DEL MUSCULO ESQUELETICO RELACIONADAS CON
APOPTOSIS

En el musculo esquelético, y a pesar de su resistencia a la apoptosis, existen
evidencias de apoptosis en numerosas miopatias (Dalla et al., 2001; Fernandez-Sola et
al., 2003; Lee et al., 2001) y en procesos fisiolégicos como el envejecimiento o incluso el

ejercicio.

La suspension de las extremidades, la microgravedad, y la inmovilizaciéon del
musculo esquelético son modelos animales establecidos para la induccidn de atrofia
muscular. Un ejemplo son los modelos en los que se induce una hipertrofia o atrofia
muscular sometiendo al musculo a la carga o descarga, respectivamente, de un peso. La
pérdida de masa muscular asociada a los modelos de descarga o inmovilizacion del
musculo, coincide tanto con una reduccion de mionucleos por miofibra, como con un
aumento en la incidencia de la fragmentacion de DNA. Sin embargo, estos mecanismos
apoptoticos parecen afectar a mionucleos individuales y no tanto a la fibra muscular
completa (Allen et al., 1997; Smith et al., 2000). Un estudio reciente muestra como la
expresion de la proteina inhibidora de la diferenciacion-2, un regulador negativo de la
familia de factores de transcripcion miogénicos, correlaciona con la retirada de peso en
los modelos de descarga muscular, sugiriendo una implicaciéon de esta proteina en la
apoptosis (Alway et al., 2003). Por otro lado, se cree que tanto el ejercicio como el
tratamiento con IGF-1/GH , juegan un papel en la mediacién de la supervivencia celular
dentro del musculo esquelético, ya que atenuan la presencia de mionucleos apoptéticos
(Lawlor and Rotwein, 2000).

Igualmente, la microgravedad induce la expresidon de p53 que a su vez
incrementa la expresion de Bax. Este aumento esta posiblemente relacionado con el

desarrollo de apoptosis y la consecuente atrofia muscular (Ohnishi et al., 1999).

La denervacion del musculo esquelético resulta en una atrofia progresiva similar
a la descrita para los casos de descarga muscular. De hecho, la atrofia observada
durante la denervacién presenta las manifestaciones clasicas de la apoptosis, aunque los
miocitos pierden la viabilidad mucho tiempo después de ser interrumpida cualquier
influencia del nervio sobre el tejido muscular, y de que no se observa fragmentacién de

DNA a gran escala (Borisov and Carlson, 2000a).
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Incluso las quemaduras musculares pueden mostrar signos de apoptosis
(Yasuhara et al., 2000), por lo que la muerte celular programada parece ser un
mecanismo generalizado en la pérdida de fibras musculares, a pesar de que existan
trastornos neuromusculares para los que no se han hallado evidencias de apoptosis,

(como por ejemplo en la miopatia miofibrilar (Amato et al., 1999).

En el musculo esquelético, el envejecimiento conlleva una pérdida de masa
muscular (sarcopenia) conjuntamente a una serie de anomalias bioquimicas y
morfologicas. Algunos han sugerido que la afectacion de macromoléculas por ROS
acumulada durante toda la vida del organismo, podria estar relacionada con el proceso
del envejecimiento, posiblemente a través de la induccion de apoptosis. De hecho, se
sabe que la apoptosis incrementa con la edad en el musculo esquelético de rata por una
via dependiente de la actividad caspasa-9, indicando un control mitocondrial del proceso
(Dirks and Leeuwenburgh, 2002).

El dafio muscular puede tener su origen en un proceso de isquemia seguido de
reperfusion. Mientras que las pruebas de apoptosis en los procesos de
isquemia/reperfusion que tienen lugar en musculo cardiaco son numerosas, los datos
en musculo esquelético son contradictorios. No obstante, el mecanismo que interviene en
el proceso de dafo, parece estar directamente relacionado con la produccion de ROS
durante la reperfusion. El tejido que sufre un aporte de oxigeno deficiente durante la fase
de isquemia, recibe con la reperfusion un incremento repentino en la concentracién de
oxigeno, lo que provoca un aumento subito y transitorio en la produccion de ROS
(Adhihetty P.J. and Hood D.A., 2003).

Un nivel de ejercicio excesivo o superior al que el musculo estd sometido
habitualmente, puede inducir un aumento en la fragmentacion del DNA (Podhorska-
Okolow et al., 1998). De hecho, el ejercicio intensivo puede provocar alteraciones en el
metabolismo muscular que influencien a la funciéon mitocondrial. Durante el ejercicio, la
produccion de ROS se eleva debido a la aceleracién de la fosforilacion oxidativa, el
descenso del pH a causa de la acumulacion de protones y lactato, y al aumento de la
concentraciéon de Ca*". Todos estos factores pueden afectar a la actividad del poro de
transicion en la permeabilidad mitocondrial (MPTP), lo que puede conducir a la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa con la consecuente liberacion de

factores pro-apoptoticos al citoplasma (Rasmussen et al., 2001).
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Por otro lado, el ejercicio puede inducir la expresiéon de la proteina hsp70 (heat
shock protein 70 kDa) tanto en musculo cardiaco como en esquelético (Ornatsky et al.,
1995). Esta proteina es capaz de inhibir vias apoptéticas tanto dependientes como
independientes de caspasas, actuando como un mecanismo protector frente a la
induccién de muerte celular. Por ello, un entrenamiento a fin de mejorar la resistencia,
podria inducir la activacion de mecanismos anti-apoptéticos que impedirian la

consecucion del proceso apoptotico iniciado.

Las distrofias musculares se consideran ejemplos de pérdida de fibras musculares
por necrosis. No obstante, un estudio sugiere que la apoptosis precede a la necrosis en el
musculo de los ratones mdx, deficientes en distrofina (Sandri et al., 1995; Sandri et al.,
1997; Tidball et al., 1995). El dafio muscular debido al ejercicio se cree que podria jugar
un importante papel en las distrofias ya que en estas patologias, las fibras musculares
estdn sometidas a una tensién contractil sostenida. Defectos en proteinas del
sarcolemma provocan inestabilidad de la membrana y un desequilibrio en la
concentracién del Ca®" citosélico. Estos factores, junto con el estrés oxidativo, son los
posibles mediadores de la apoptosis observada en los primeros estadios de la evolucion

de las distrofias musculares (Tews, 2002).

Una importante caracteristica de muchos tipos de cancer es la caquexia. Este
sindrome se caracteriza por pérdida de peso y desgaste muscular, y parece estar
mediado por productos tumorales y citoquinas como el TNFo (Sharma and Anker, 2002).
Aunque diversas vias podrian estar estar involucradas en dicha pérdida muscular, se
sabe que las caspasas participan en procesos catabdlicos relacionados con la caquexia
(Belizario et al., 2001).

Por otro lado, un acumulo de lipidos puede desencadenar procesos lipotoxicos
en el musculo esquelético, tal y como se ha descrito para patologias como la diabetes
tipo Il (Unger and Orci, 2000). No obstante, pese a que existen numerosos estudios sobre
el papel de los acidos grasos en la induccion de apoptosis en tipos celulares relacionados
como el musculo liso y cardiaco, se carece de informacién sobre la relacion entre

lipotoxicidad y apoptosis en el musculo esquelético.
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I.L2.4 PAPEL DE LA MITOCONDRIA EN LA APOPTOSIS DEL MUSCULO
ESQUELETICO

Como hemos mencionado previamente, la mitocondria juega un papel relevante
en el control de la muerte celular programada, aunque existen pocos datos sobre dicho
papel a nivel del musculo esquelético. De forma similar a lo que ocurre en otros tipos
celulares, en el musculo esquelético, la absorcion de ca?* por la mitocondria, puede
desencadenar el fendmeno de permeabilidad transitoria. Se cree que en los miotubos, la
permeabilizacion de la membrana debido a la apertura del MPTP es fundamental en la
apoptosis dirigida por la mitocondria. No obstante, la apertura de dicho poro puede ser
transitoria, y en estas condiciones de baja conductancia, el fendmeno podria dotar a las
células de un canal de liberacién rapida del Ca?* intramitocondrial, contribuyendo asi a la
homeostasis celular del Ca%* (Bernardi and Petronilli, 1996). Por otro lado, la sensibilidad
del MPTP hacia el Ca?* depende en el mUsculo esquelético de la velocidad del flujo de

electrones a través del Complejo | de la cadena respiratoria (Fontaine et al., 1998).

A pesar de que las proteinas liberadas desde la mitocondria durante la
permeabilizacion de su membrana externa estan relacionadas con la regulacién de la
apoptosis, son escasos los datos referentes a dichas proteinas en el contexto del
musculo esquelético. In vivo, En el musculo esquelético en desarrollo se expresan
miembros de la familia de proteinas Bcl-2, importantes reguladoras de la apoptosis a nivel
mitocondrial. Se ha descrito la presencia de miembros con un papel anti-apoptético (Bcl-
W, Bcl-XL) asi como pro-apoptético (Bad, Bax). Estas proteinas también se expresan en
células madre musculares embridnicas, fetales o neonatales, mioblastos, y miotubos in
vitro. Ademas, Bcl-2 parece ser esencial en ciertos estadios de la miogénesis fetal y
postnatal, ya que los ratones que carecen de esta proteina, muestran un desarrollo

muscular alterado (Dominov et al., 2001).

Estimulos externos pueden iniciar el programa de muerte celular a partir de vias
de senalizacién dependientes de la mitocondria. No obstante, alteraciones internas en la
propia mitocondria pueden también desencadenar un proceso de apoptosis. Los defectos
genéticos que suponen una afectacién de la fosforilacion oxidativa tienen como
consecuencia una disminucién en la produccion de energia mitocondrial y un aumento del
estrés oxidativo. Ello puede afectar a la actividad del MPTP y promover el inicio del
programa apoptético (Wallace, 2001). En el musculo esquelético de pacientes que sufren
enfermedades debidas a defectos en el DNA mitocondrial se observa liberacion de

citocromo c al citoplasma y actividad DNasa | en los nucleos, lo que sugiere la induccion
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de apoptosis (Umaki et al., 2002). Esto ocurre principalmente en las fibras rojo-rasgadas
presentes en el tejido de estos pacientes, que muestran acumulos de mitocondrias
anormales. En los pacientes que padecen de encefalomiopatias, se ha observado
activacion de caspasa-3 en fibras rojo-rasgadas, pero la apoptosis raramente se completa
en estos musculos, posiblemente debido al elevado nivel de expresién del represor de

apoptosis XIAP en el sarcoplasma (lkezoe et al., 2002).

En ocasiones, la apoptosis muscular tiene su origen en disfunciones
mitocondriales latentes. Este es el caso, por ejemplo, de la apoptosis que se da en los
ratones con miopatia causada por a una deficiencia en el colageno VI (Irwin et al., 2003).
La disfuncién mitocondrial debida a la deficiencia en colageno VI es reversible con
ciclosporina A, un inhibidor especifico del MPTP. Asi, la transicién en la permeabilidad
mitocondrial es probablemente el mecanismo que origina en humanos la miopatia de
Bethlem y la distrofia de Ullrich, ambas causadas por mutaciones en el gen del colageno
VI.

M. LAS PROTEINA DESACOPLADORA MITOCONDRIAL UCP3

1 LA PROTEINA DESACOPLADORA UCP1, UN FACTOR ESENCIAL EN LA
TERMOGENESIS ADAPTATIVA

Las proteinas desacopladoras mitocondriales (UCPs) pertenecen a la super-
familia de transportadores de aniones localizados en la membrana mitocondrial interna.
En esta super-familia también se incluyen otros transportadores como la Adenina
nucledtido translocasa (ANT), el transportador de fosfato inorganico, el de citrato y el de
2-oxoglutarato/malato. La proteina desacopladora UCP1 o termogenina fue la primera
proteina desacopladora en ser identificada. Esta se expresa exclusivamente en tejido
adiposo marrén dénde juega un importante papel en la termogénesis adaptativa. UCP1
desacopla la respiracion de la fosforilacién oxidativa disipando el gradiente de protones
generado por el transporte de electrones a través de la cadena respiratoria. La pérdida de
fuerza protomotriz conlleva una aceleracion del flujo electrénico a través de la cadena

respiratoria con la consiguiente generacién de calor (Nicholls and Locke, 1984b).

El tejido adiposo marrén (TAM) se encuentra en mamiferos de pequeio tamano,
como los roedores, asi como en neonatos de grandes mamiferos, como los humanos. La
presencia de TAM y por tanto, la importancia de la actividad UCP1 en humanos adultos,

es fruto de controversia. EI TAM aparece en depésitos dispersos en areas especificas del
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cuerpo, siendo los principales depdésitos el interescapular, axilar, perirenal, toracico, y
entre los musculos del cuello. EI TAM es un tejido muy irrigado especializado en la
produccion de calor. Los adipocitos marrones, a diferencia de los blancos, contienen un
nucleo central, numerosas vacuolas lipidicas y abundantes mitocondrias con un elevado
contenido en UCP1. En la respuesta fisiologica al frio, el sistema nervioso simpatico
activa la via adrenérgica que promueve la lipdlisis en el TAM. Los acidos grasos liberados
durante la lipdlisis son responsables de la activacion del transporte de protones a través
de UCP1 (Nicholls and Locke, 1984a).

Se carece de informacién cristalografica de las UCPs, pero la secuencia de
aminoacidos sugiere una estructura proxima a la observada para la ANT (Pebay-Peyroula
et al., 2003). Asi, todos los transportadores de aniones mitocondriales estan formados por
unos 300 aminoacidos (31-34 kDa) y comparten una estructura triplicada. Cada tercio de
proteina esta constituido por dos regiones hidrofébicas que forman hélices o, unidas por
loops hidrofilicos orientados hacia la matriz mitocondrial. Datos obtenidos en ensayos de
mutagénesis dirigida y marcaje por fotoafinidad, sugieren que el conjunto de hélices o
constituirian un canal hidrofilico en el nucleo de las UCPs , y que ese centro estaria
regulado por unas compuertas formadas por los loops (Arechaga et al., 2001). Se piensa
que la unidad activa de las UCPs estaria constituida por dos subunidades unidas por un

puente disulfuro, formando un homodimero (Klingenberg and Appel, 1989).

UCP1 transporta H" a través de la membrana mitocondrial interna provocando un
desacoplamiento, pero esta actividad esta regulada por la presencia de acidos grasos
(Klingenberg et al., 2001b; Nicholls and Rial, 1999). Existen dos modelos que tratan de
explicar el mecanismo mediante el cual los acidos grasos activan el desacoplamiento
mediado por UCP1. Un modelo considera que los acidos grasos actiuan como grupos
prostéticos de la proteina. El canal proteico permitiria el paso de H* gracias a la presencia
de aminoacidos tamponadores que aceptarian y donarian los H* secuencialmente,
conduciéndolos a través de la membrana. Los acidos grasos actuarian como donadores
de protones a dichos aminoacidos tamponadores (Klingenberg and Huang, 1999a). En el
segundo modelo, UCP1 transportaria a los propios acidos grasos al exterior de la matriz.
Los acidos grasos pueden difundir a través de la membrana en su forma protonada
mediante un proceso de flip-flop. Una vez en la matriz, y dado el elevado pH
intramitocondrial, el H* es liberado, disipando el gradiente electroquimico. La forma
anionica del acido graso no puede atravesar la membrana libremente, pero lo haria a
través de UCP1. Una vez fuera de la matriz, podria unirse de nuevo a un protén volviendo

a iniciar el ciclo (Garlid et al., 1998). Existen datos a favor y en contra de ambos modelos,
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por lo que el mecanismo exacto de transporte a través de UCP1, asi como el hecho de si
los acidos grasos son indispensables para la actividad de la proteina, es todavia hoy
motivo de debate (Echtay et al., 2000a; Gonzalez-Barroso et al., 1998; Klingenberg and
Huang, 1999b; Rial et al., 2004b; Skulachev, 1991). En numerosos modelos se ha
observado la capacidad de UCP1 de translocar acidos grasos a través de la membrana
(Garlid et al., 1996; Jezek and Garlid, 1990). Sin embargo, recientemente se ha
observado que los alkinosulfatos, acidos grasos modificados que son incapaces de
difundir a través de la membrana, pueden activar el desacoplamiento mediado por UCP1
(Rial et al., 2004a). UCP1 podria también tener un comportamiento dual segun la
concentracion de H®, teniendo una actividad de transporte protonico basal, y
comportandose como transportador de acidos grasos, unicamente cuando éstos se
encuentren en elevadas concentraciones (Ricquier and Bouillaud, 2000e). El determinar
con exactitud cual es la relacion de los acidos grasos con la actividad de UCP1 se
complica ademas in vivo por el hecho de que éstos sean capaces de inducir un transporte
de protones a través de otros transportadores de la familia como la ANT vy el
transportador de aspartato/glutamato (Brustovetsky and Klingenberg, 1994; Samartsev et
al., 1997; Wojtczak et al., 1998b).

FIGURA 9: Dos modelos para explicar el transporte de H+ dependiente de acidos
grasos mediado por UCP1; a. Los acidos grasos actian como tamponadores de
los aminoacidos que constituyen el canal; b. Los acidos grasos actuan como
agentes protonoféricos que difunden a traviés de la membrana en forma
protonada, y son translocados a través de UCP1 hacia la matriz, donde puede
iniciarse de nuevo el ciclo (Krauss et al., 2005b).

Ademas de los acidos grasos, otros factores estarian regulando la actividad de
UCP1. Asi, los nucleésidos de purina di- y trifosfato (GDP. ADP, GTP y ATP),
especialmente el GDP, se unen con elevada afinidad a la cara citosolica de UCP1
(Nicholls, 1976) inhibiendo su actividad (Hagen et al., 2000; Klingenberg et al., 2001a;

Nicholls and Locke, 1984c). Por otro lado, en experimentos de reconstitucion en
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liposomas se ha observado que el coenzima Q (ubiquinona) es capaz de activar a
UCP1, principalmente en su forma oxidada, comportdndose como un cofactor
indispensable para el desacoplamiento sensible a acidos grasos y mediado por UCP1
(Echtay et al., 2000b). Sin embargo, la necesidad de coenzima Q es todavia controvertida
(Casteilla et al., 2001; Esteves et al., 2004; Jaburek and Garlid, 2003c).

111.2 LA PROTEINA DESACOPLADORA UCP3

Los analisis de homologia de secuencia permitieron identificar nuevas proteinas
de la familia. Entre ellas se encuentran UCP2 y UCP3 que comparten con UCP1 un 59%
y un 57% de identidad en la secuencia de aminoacidos respectivamente, y entre si un
72% de identidad. Estas nuevas UCPs tienen un patrén de expresion diferencial. Mientras
que UCP2 se expresa de forma ubicua*, UCP3 lo hace preferencialmente en musculo
esquelético. La elevada identidad respecto a UCP1 ha llevado a considerar que estas
nuevas UCPs deberian también compartir con UCP1 sus propiedades bioquimicas, es
decir, mediarian el transporte de H* produciendo un desacoplamiento de respiracion y
fosforilacion oxidativa, y serian reguladas potencialmente por acidos grasos y nucleétidos

de purina.

UcP derildad secusncia ot e B e
aminoacidos

respecto UCP1 (%)

TP 2 Tejido Adiposo marrdn (TAM)

Ucp2 59 Ubicua

UCP3 57 Musculo esquelético, TAM (Tejido adiposo
blanco, corazon y neuronas DRG)

EBMCP1 24 Cerebro y tejido neuronal

UCP4 29 Cerebro y tejido neuronal

TABLA 2: Familia de proteinas desacopladoras mitocondriales en mamifero.
UCP: uncoupling protein; BMCP1: Brain mitochondrial carrier protein
(Adaptado de Ricquier and Bouillaud, 2000).

4 . . . . .
En el caso de UCP2, es importante considerar que los niveles de mRNA no predicen necesariamente los de
proteina, debido a modificaciones post-transcripcionales, y que muchos estudios sobre su expresion se han basado

Unicamente en observar las variaciones de expresion a nivel de mRNA (Pecqueur et al., 2001a; Sivitz et al., 1999).
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Asi, en 1997, se caracterizaron dos formas de la proteina UCP3 fruto de una
maduracién del RNA diferencial en el ultimo intrén. La isoforma larga (L, long) consta de
312 aminoacidos (34 kDa), mientras que la corta (S, short) consta Unicamente de 275
aminoacidos ya que carece del ultimo dominio transmembrana (Solanes et al., 1997c).
Ambas formas se localizan en la membrana mitocondrial interna (Renold et al., 2000). En
ratdon, UCP3 se expresa preferencialmente en musculo esquelético, TAM, y en menor
grado también en tejido adiposo blanco y corazén. En humanos la expresion de UCP3 se
restringe a musculo esquelético y el TAM de neonatos (Krauss et al., 2005¢; Ricquier and
Bouillaud, 2000b).

A diferencia de lo que ocurre con UCP1, las nuevas UCPs no se encuentran
exclusivamente en mamiferos, lo que sugiere que UCP1 seria una proteina especializada
que habria evolucionado posteriormente, desarrollando su funcién termogénica a partir de

una UCP originaria (Ricquier and Bouillaud, 2000d).

Asi como la funcion in vivo de UCP1 esta claramente ligada a la termogénesis
adaptativa, el papel fisiolégico del resto de UCPs es fruto de controversia. Se han
propuesto numerosas posibilidades, pero en la literatura reciente existen numerosos
datos contradictorios a cerca del significado biolégico que tendria un desacoplamiento
mediado por UCP2 o UCP3 (apartado Ill.3). Aunque su capacidad de transporte de
protones se ha probado in vitro, las caracteristicas concretas de su actividad bioquimica

estan siendo todavia debatidas (apartado 11.2).

111.2.1 REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE UCP3

Como hemos visto anteriormente el gen UCP3 se expresa principalmente en
tejidos termogénicos. En humanos se expresa preferencialmente en musculo esquelético,
aunque también se expresa levemente en tejidos como corazon, glandula tiroidal y
médula ésea (Boss et al., 1997b; Ricquier and Bouillaud, 2000a; Vidal-Puig et al., 1997b).
En rata y raton la expresion es elevada en musculo esquelético y también en TAM, tejido
muy importante para el control de la temperatura corporal en estos animales. También se
encuentra expresado, aunque en menor cantidad, en tejidos como corazén, TAB y rifidn
(Boss et al., 1997a; Matsuda et al., 1997; Vidal-Puig et al., 1997a; Yoshitomi et al., 1998)
(Tabla 2). Recientemente se ha descrito la expresion de UCP3 en cerebro de ratones
(Vincent et al., 2004a) y en células humanas de origen neuronal (Gustafsson et al., 2001;
Gustafsson et al., 2004b; Gustafsson et al., 2004c; Leinninger et al., 2004b).
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Aunque puede resultar limitada, una aproximacion inicial a la funciéon de una proteina
es el estudio de coémo se regula su expresion. Dada la elevada identidad de secuencia de
UCP3 con UCP1, los primeros estudios de su expresidon se realizaron analizando el
comportamiento del gen en situaciones donde ya se habia descrito una modulacién del
gen UCP1.

I11.2.1.1 REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN UCP3 EN DIFERENTES
SITUACIONES FISIOLOGICAS

El principal estimulo fisiolégico que induce la expresion de UCP1 en el TAM es el
frio. Por ello, se pensé que UCP3 que se expresa también en tejidos termogénicos,
podria estar jugando un papel en el control de la temperatura corporal. No obstante,
existen datos contradictorios sobre la expresion de UCP3 en repuesta a bajas
temperaturas (Tabla 3), y actualemente se considera que esta proteina no juega un papel

decisivo en la termogénesis (ver apartado I11.3.1).

El TAM participa también en la termogénesis inducida por la dieta, i por tanto, en
la regulacion del peso corporal (Rothwell and Stock, 1986). Una dieta rica en lipidos
sostenida, aumenta los niveles de mRNA de UCP1 en el TAM de roedores (Felipe et al.,
2003a), aunque los datos respecto a UCP3 son contradictorios. Sin embargo, en el
musculo esquelético, una dieta hiperlipidica conduce a un aumento en la expresion de
UCP3 (Tabla 3), siendo mejores activadores los acidos grasos de cadena larga (Hoeks et
al., 2003b).

Durante el ayuno, los niveles de UCP1 en el TAM disminuyen a fin de ahorrar
energia (Trayhurn and Jennings, 1986), y del mismo modo se comporta el mRNA de
UCP3. Sin embargo, en musculo esquelético, el ayuno provoca un aumento en la
expresion de UCP3, tanto en roedores como en humanos (Tabla 3). Dado que infusiones
de lipidos en sangre, son capaces de inducir la expresién de UCP3 en musculo
esquelético (Weigle et al.,, 1998d), se cree que los acidos grasos libres son los

compuestos responsables de la induccién.

UCP1 se expresa durante la etapa fetal en el TAM, y se induce con el nacimiento
tras la exposicion al frio (Carmona et al., 1998a). UCP3 es indetectable durante la etapa
fetal, y su expresion aumenta en el momento del nacimiento hasta adquirir niveles
similares a los que presenta un adulto (Carmona et al.,, 1998b). En el musculo

esquelético, la expresion de UCP3 se induce también en el nacimiento, debido a la
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ingesta de lipidos que contiene la leche, tanto en roedores como en humanos (Brauner
et al., 2003; Brun et al., 1999b; Brun et al., 1999d). En roedores, los niveles de mRNA de
UCP3 se mantienen elevados hasta el momento en que se produce el cambio en la dieta,
de una basada en la leche a una rica en carbohidratos (Brun et al., 1999a; Brun et al.,
1999¢). Durante la lactancia, los roedores utilizan sus reservas lipidicas, aumentan la
ingesta y disminuyen la termogénesis en el TAM, a fin de obtener la energia necesaria
para la produccion de leche. En esta situacion, los niveles de UCP1 disminuyen, al igual
que lo hacen los de UCP3 tanto en TAM, como en musculo esquelético (Pedraza et al.,
2000a; Pedraza et al., 2001; Xiao et al., 2004).

Durante el ejercicio agudo, se produce una induccion de la expresion de UCP3
en el musculo esquelético, superior en las fibras glicoliticas que en las oxidativas
(Hildebrandt et al., 2003). Sin embargo, tras el ejercicio prolongado que supone un

entrenamiento, exisen datos contradictorios.

Tanto la region cromosomica humana donde se localizan los genes UCP2 y
UCP3, como la sinténica de raton, correponde a un QTL asociado a obesidad y diabetes
tipo 1l (Jaberi, 2004; Solanes et al., 1997b), por lo que muchos grupos de investigacion
han estudiado una posible relacion entre UCP3 y el desarrollo de estas patologias. Sin
embargo, no existe una correlacion clara entre la expresién de UCP3 y estas patologias,

ya que los datos al respecto son muy contradictorios.

I11.2.1.2 FACTORES REGULADORES DE LA EXPRESION DE UCP3

Como hemos visto, la via adrenérgica media la induccién de la expresion de
UCP1 en respuesta al frio. El tratamiento con agonistas [-adrenérgicos también provoca
la induccion de la expresion de UCP3 en el TAM (Scarpace et al., 2000c; Scarpace et al.,
2000a). En el caso del musculo esquelético, se ha descrito en diferentes modelos, un
aumento de la expresion tras el tratamiento con agonistas B-adrenérgicos, aunque no
estd claro qué isoformas de receptor actuarian en este tejido (Tabla 3). Hay que
considerar ademas, la posibilidad de que la induccion de la expresion se deba a la

liberacion de acidos grasos que sigue a la activacion de la lipdlisis.
Ademas de los agonistas P-adrenérgicos, se han descrito otros factores que

pueden regular la expresion de UCP3, como la leptina, las hormonas tiroideas, el acido

retinoico, la insulina y los acidos grasos libres.
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La leptina es una hormona implicada en el mantenimiento del peso corporal y
regula la eficiencia metabdlica, el gasto energético, la ingesta de alimentos y la
adiposidad (Friedman, 2002). La administracion de leptina induce la actividad simpéatica y
con ello, la expresion de UCP1 en el TAM y la termogénesis adaptativa (Collins et al.,
1996; Haynes et al., 1997). Se ha descrito que la leptina incrementa los niveles de UCP3
en TAM y en musculo esquelético (Cusin et al., 1998; Scarpace et al., 2000b; Villarroya et
al., 2001a).

Las hormonas tiroideas (TH, thyroid hormones) pueden estimular la actividad
metabdlica de muchos tejidos a través del eje hipotalamo-hipofisis-glandula tiroide. Son
esenciales en el desarrollo, crecimiento y metabolismo de los vertebrados La hormona
tiroidal T; (3,5,3'-L-triyodotironina) puede afectar a la transcripcion de genes a través de
su interaccion con el receptor nuclear de hormonas tiroideas que pertenece a la familia de
receptores nucleares. La T; activa la expresién tanto de UCP1 en el TAM (Rabelo et al.,
1995), como de UCP3 en TAM (Larkin et al., 1997c) y musculo esquelético (Lanni et al.,
1999c; Larkin et al., 1997b; Masaki et al., 2000).

El acido retinoico (RA, retinoic acid), un derivado natural de la vitamina A, afecta
a muchos procesos bioldgicos, incluyendo la morfogénesis, el crecimiento celular y la
diferenciacién, mayoritariamente modificando la transcripcion génica. EI RA actua a
través de dos tipos de receptores, el receptor del RA (RAR, retinoic acid receptor) y el
receptor del retinoide X (RXR, retinoid X receptor), miembros de la superfamilia de
receptores nucelares. El RA activa la expresion de UCP1 en TAM (Alvarez et al., 1995;
Rabelo et al., 1996), y puede activar la expresion de UCP3 en musculo (Felipe et al.,
2003b; Nagase et al., 1999b; Scarpace et al., 2000d; Solanes et al., 2000b).

La insulina disminuye los niveles de mRNA de UCP3, y por ejemplo en ratas STZ
(expuestas a la toxina pancreatica streptozotocin), hipoinsulinémicas, la expresion de
UCP3 esta aumentada en musculo esquelético (Guillet-Deniau et al.,, 2002), y la
administracion de insulina reestablece totalmente la expresion de UCP3 en estos
animales (Hidaka et al., 2000).

Los glucocorticoides forman parte de los esteroides junto con los

mineralocorticoides, esteroides sexuales y progestagenos. Aunque no se conoce mucho

del papel que juegan los glucocorticoides en la regulacién de la expresién del gen UCP3,
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Sifyacion TAM Corazan Masculo esquelético
Exposicidn al frio (roedores) +1-5 /=6 =27 +2.27-28)=3,6.4,27
Dieta hipedipidica (roedores) +TJ,!=8-1D +14,16-17 4971015
Ayuno 21822 +414;26-30 +3,18,23-26
Obesidad Rata fafa =050 = R 03100

Humano =2348-51 .52
Diahetes Humano con diabetes Il 451,55/ 5354
Ejercicio {rata) Agudo =243 +31-34
Crénico =24:31 =34-35,40-41 f__42-47
Fegufador TAM Misculo esquelético
NEFA 401 6;581,69-T4)
Retinoides --(7;5B)/=(7,56) H7.70,73;78)
Ts i) (4, TE-TT 86
Leptina (21,56, 60;65-68) 4i21,56,60,65-68)
Agonista p +4(22,56-59) H(28,61) J=(1760) f (5T ,62)
Glucocorticoides 1) 4(18,86-87)
LPS B2
THFe +(83-64)
Insuling ~=(14,78-81)
Fibratos +i93) 4085894
Tiazolidindionas 463,93} =72y [ E9-9294)

TABLA 3: A. Efecto de diferentes situaciones fisiolégicas o fisiopatoldgicas sobre la
expresion de las UCPs en roedores y humanos B. Efecto de las hormonas y otros
factores sobre la expresién de las UCPs en TAM y musculo esquelético de roedores y
humanos. Los datos corresponedn a resulatdos obtenidos sobre los niveles de mRNA.
Leyenda: +:aumento de la expresion; --: disminucidn de la expresion; =: sin alteraciones
en la expresion; TAM: Ts:  3,5,3'-L-triyodotironina; LPS:

lipopolisacérido; TNFo: factor de necrosis tumoral o.

tejido adiposo marron;
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recientemente se ha descrito que son capaces de inducir la expresion de UCP3 en

musculo esquelético (Sun et al., 2003b).

Existe muy buena correlacion entre los niveles expresion de UCP3 y la

concentraciéon de acidos grasos libres o NEFA (nonesterified fatty acids) en sangre. Asi,

los niveles de mRNA de UCP3 aumentan en situaciones donde se observa un aumento

de los acidos grasos libres o de la tasa de oxidacion, tales como el ayuno (Gong et al.,
1997f; Millet et al.,, 1997c; Weigle et al., 1998c), la dieta (Gong et al., 1999), la

administracion de lipidos (Weigle et al., 1998b), la estimulacion aguda con hormonas

tiroideas (Gong et al., 1997e), y el ejercicio agudo (Boss et al., 1998a; Tsuboyama-
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Kasaoka et al., 1998a). Igualmente, la expresion disminuye en aquellas situaciones en
que también lo hacen los acidos grasos libres o la oxidacién, como el hipotiroidismo

(Gong et al., 1997d) o una dieta hipocalérica cronica (Boss et al., 1998d).

El efecto de los acidos grasos sobre la expresion de UCP3 es directo, tal y como
se ha observado en cultivos celulares musculares diferenciados (Cabrero et al., 2000;
Hwang and Lane, 1999; Nagase et al., 1999a; Son et al.,, 2001) o células musculares
humanas (Sbraccia et al., 2002). Los acidos grasos son ligandos de los receptores
activados por activadores peroxisomales (PPAR, peroxisome proliferator activated
receptor), factores de transcripcion de la familia de receptores nucleares de hormonas.
Se cree que la accién de los NEFA sobre la expresion de UCP3 podria estar mediada por
PPARs, tal y como demuestran ensayos in vitro con ligandos sintéticos especificos de
PPARo y/o PPARS (Fibratos y Tiazolidindionas) (Brun et al., 1999c; Pedraza et al.,
2000b; Young et al., 2001). Se ha descrito una fuerte dependencia de los promotores
humanos y de ratén del gen UCP3, del factor de transcripcién miogénico MyoD. Sin éste,
el promotor no es sensible a estimulos mediados por PPAR o TR como el acido retinoico,
las hormonas tiroideas o los NEFA (Solanes et al., 2000a; Solanes et al., 2003; Solanes
et al., 2005).

111.3 ACTIVIDAD BIOQUIMICA DE LA PROTEINA DESACOPLADORA MITOCONDRIAL UCP3

Dada la elevada identidad de las nuevas UCPs, principalmente UCP2 y UCP3,
con UCP1, se ha considerado la actividad bioquimica de UCP1 como paradigma de las
del resto de proteinas de la familia. La capacidad de UCP3 de generar un
desacoplamiento ha sido demostrada in vitro en diversas ocasiones. Los primeros
experimentos utilizaron la expresion heterdloga de la proteina en levaduras, donde se ha
observado que es capaz de aumentar la conductancia a los protones (Hinz et al., 1999b;
Zhang et al., 1999b). Sin embargo, utilizando este sistema de expresion, la conductancia
a los protones no era sensible a acidos grasos ni estaba regulada por nucleétidos de
purina, a diferencia de lo que sucedia con la expresién de UCP1 (Rial et al., 1999b).
Posteriormente se advirtié que la insercion de UCP3 en la membrana mitocondrial de las
levaduras era incorrecta, y que por tanto, la conductancia observada podia ser
consecuencia de un leak de protones inespecifico y no regulado (Harper et al., 20023;
Heidkaemper et al., 2000; Winkler et al., 2001).

Al reconstituir UCP3 en proteoliposomas, se obtuvieron resultados que estaban de

acuerdo con lo observado para UCP1. Es decir, UCP3 inducia un transporte de protones
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que requeria de la presencia de acidos grasos y aunque con menor sensibilidad que
UCP1, era inhibible por nucleétidos de purina (Jaburek et al., 1999). No obstante, la
sensibilidad de UCP3 a los distintos nucledtidos tenia un comportamiento diferencial
respecto a UCP1 no sdlo en cuanto a la sensibilidad. Mientras que UCP1 mostraba una
afinidad preferente por los nucleétidos di-fosfato (ADP), UCP1 lo hacia por los tri-fosfato
(ATP) (Echtay et al., 1999; Echtay et al., 2001b). Esta afinidad diferencial concuerda con
el hecho de que UCP1 promueve la termogénesis adaptativa en condiciones en las que la
relacion ATP/ADP es baja, mientras que en el musculo, UCP3 provocaria un

desacoplamiento en situaciones en las que no se da un descenso en los niveles de ATP.

Otros experimentos han puesto en evidencia una posible interaccion entre UCP3 y
la ubiquinona (Echtay et al., 2000c; Echtay et al., 2001a) que parece actuar como un
cofactor necesario para la actividad desacoplante mediada por UCP3. Sin embargo, y
como en el caso de UCP1, los datos al respecto son muy controvertidos (Jaburek and
Garlid, 2003b).

La capacidad de UCP3 para inducir la conductancia de protones in vitro ha sido
observada en otros modelos experimentales mas complejos. Se ha observado por
ejemplo, que la sobreexpresion de UCP3 en células musculares de mamifero produce un
descenso en el potencial de membrana mitocondrial (Garcia-Martinez et al., 2001a).
Igualmente, las mitocondrias aisladas del musculo de ratones knock-out para ucp3
muestran una tasa de consumo de oxigeno en estado 4 inferior a la de las mitocondrias
obtenidas de ratones normales (Gong et al., 2000c; Vidal-Puig et al., 2000d). A su vez,
las mitocondrias aisladas de ratones transgénicos que sobreexpresan UCP3
especificamente en musculo esquelético, presentan una mayor conductancia que
aquéllas aisladas del musculo de ratones no modificados (Clapham et al., 2000a). Sin
embargo, posteriormente, se propuso que el desacoplamiento asociado a la expresion de
UCP3 en estos ratones era consecuencia de un artefacto provocado posiblemente por un
nivel de expresion que excedia en gran medida los niveles de UCP3 que habitualmente
presenta la mitocondria del musculo esquelético (insercion o plegamiento incorrectos,
pérdida de la integridad de la membrana...) (Cadenas et al., 2002a). Asi, el estudio de la
actividad desacopladora de UCP3 se complicaria por la posibilidad de provocar una
conductancia a los protones artefactual, que se confunde con el efecto esperado para la
proteina. De hecho, son diversos los sistemas de sobreexpresion en los que se ha
demostrado la existencia de un desacoplamiento inespecifico, no sélo los mencionados
anteriormente para levaduras, sino los descritos también en células de mamifero (Guerini

et al., 2002). El conocer de qué forma se regula la actividad de la proteina facilitara la
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discriminacién entre un desacoplamiento inespecifico y uno realmente inducido por la
actividad de UCP3. Por el momento, algunos autores han utilizado reiteradamente en la
literatura el criterio de considerar tan sélo aquellos desacoplamientos regulables por
acidos grasos y por nucleétidos de purina, como mediados por una UCP, pero ello no es
compartido por todos (Fink et al., 2002; Hinz et al., 1999a; Rial et al., 1999a; Zhang et al.,
1999a), ya que no existe un consenso global sobre si estos factores son importantes para

la regulacion de la proteina in vivo.

Algunos experimentos indican que UCP3 no contribuiria a la conductancia basal
de protones en el musculo esquelético (proton leak basal) (Cadenas et al.,, 1999b;
Cadenas et al., 2002c) y sugieren la necesidad de un agente regulador de la actividad
desacopladora de las UCPs, que estaria presente en las células. Uno de estos agentes
activadores podria ser el superéxido. Utilizando la adicién de xantina y xantina oxidasa
como sistema generador de ROS, y en presencia de acidos grasos, se ha descrito que el
superoxido es capaz de inducir un desacoplamiento mediado por UCPs (regulable por
GDP), en mitocondrias aisladas (Echtay et al., 2002c). Estudios posteriores con
antioxidantes dirigidos al interior de la mitocondria o favoreciendo la produccién de ROS
en el complejo | de la cadena respiratoria, demostraron que el desacoplamiento mediado
por UCPs estaba siendo inducido por el superdxido intramatricial (Echtay et al., 2002a;
Talbot et al., 2004). En realidad, el superdxido podria activar a las UCPs mediante una
interaccion directa o a través de un producto intermediario como un peroéxido lipidico. De
hecho, posteriormente se observé que el 4-hidroxinonenal y otros compuestos derivados
de la peroxidacion lipidica, podian inducir un desacoplamiento a través de UCPs en
mitocondrias aisladas y en ausencia de acidos grasos (Echtay et al., 2003b), sugiriendo
que estos compuestos actuarian como sensores de una excesiva produccién de ROS,
sobre la actividad de las UCPs. Estos datos estan de acuerdo con una posible implicacion
de las proteinas en la modulacién de la produccion de ROS (ver apartado 111.3.3). No
obstante, estudios realizados sobre ratones knock-out para UCP2, indican que no existe
ningun efecto del superéxido sobre la actividad desacopladora de esta proteina (Couplan
et al.,, 2002b). Existen también datos parecidos en relacion a UCP3 (Bouillaud,

comunicacion personal), manteniéndose por tanto, la polémica al respecto.

Muchos de estos experimentos estan de acuerdo con una actividad
desacopladora de UCP3, pero no demuestran que esta actividad sea la funcion bioldgica
de la proteina in vivo. De hecho, esta pregunta sustenta un intenso debate actualmente

que ha dado lugar a diversas y controvertidas hipétesis tratando de conciliar los datos
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bioquimicos, fisiolégicos y de expresion génica, a fin de encontrar cual es el papel

esencial de la proteina en la mitocondria y en el organismo completo.

111.4 PAPEL FISIOLOGICO DE LA PROTEINA DESACOPLADORA MITOCONDRIAL UCP3

El gen ucp3 se localiza en una region correspondiente a un QTL de obesidad y
diabetes tipo Il (Jaberi, 2004; Solanes et al., 1997a), por lo que desde su clonacion en
1997, muchos grupos se han interesado en hallar el papel fisiolégico de la proteina.
Como hemos visto anteriormente, las caracteristicas bioquimicas de la actividad de la

proteina son todavia fruto de controversia, al igual que lo es su funcion.

.41 UCP3: POSIBLE PAPEL EN LA TERMOGENESIS ADAPTATIVA Y
CONTRIBUCION A LA TASA METABOLICA BASAL

UCP1 es determinante en la produccién de calor durante la termogénesis en
respuesta al frio, de hecho, los ratones knock-out para eucp1 no sobreviven a
exposiciones prolongadas al frio (Enerback et al., 1997). Dado a la elevada homologia de
UCP3 con UCP1 y a que UCP3 se expresa preferencialmente en musculo esquelético,
que es un tejido termogénico, inicialmente se consider6 que esta proteina podria
intervenir también en la termogénesis en repuesta a frio, hormonas tiroideas y aumento

de la ingesta.

Aunque existen datos contradictorios, la exposicion al frio parece no regular la
expresion de UCP3 (Boss et al., 1998c; Larkin et al., 1997a). Ademas los ratones knock-
out para UCP3 no muestran ninguna alteracion en la temperatura corporal ni en la
respuesta al frio (Gong et al., 2000b; Vidal-Puig et al., 2000c), lo que excluye (aunque no
pueda descartarse la accion mecanismos compensatorios) una posible implicacion de la
proteina en la generacion de calor en respuesta a bajas temperaturas. Sin embargo,
UCP3 podria estar involucrada en la termogénesis en respuesta a estimulos distintos al
frio, como son las hormonas tiroideas (Gong et al., 1997c; Jekabsons et al., 1999; Lanni
et al., 1999b; Larkin et al.,, 1997d), la leptina (Gong et al., 1997b; Rouru et al., 1999;
Villarroya et al., 2001b), el LPS (lipopolisacarido) (Yu et al., 2000a) y citoquinas como el
TNFao (Busquets et al., 1998b; Masaki et al., 1999b) que se sabe, aumentan la expresion
de UCP3.

El hecho de que el LPS o citoquinas como el TNFa puedan inducir la expresién de

UCP3, sugiere un posible papel de la proteina en la regulaciéon de los mecanismos que
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conducen a la fiebre. No obstante, se ha observado que pese a la induccion de UCP3 en
musculo, no hay ningun aumento en el proton leak mitocondrial tras el tratamiento con
LPS (Yu et al., 2000b). Recientemente, se ha descrito que los ratones konck-out para
UCP3 son resistentes a la hipertermia consecuencia del tratamiento con MDMA (3,4-
metilenedioximetamfetamina o éxtasis) (Mills et al., 2003; Mills et al., 2004), lo que parece
indicar que el desacoplamiento mediado por UCP3 puede afectar al gasto energético del

organismo completo, al menos ante ciertas circunstancias no fisiologicas.

Durante el hipertiroidismo agudo se produce una aceleracion del metabolismo, y
como hemos mencionado, se ha descrito una induccion de la expresion de UCP3 en
respuesta al tratamiento con hormonas tiroideas. Ademas, el hipertiroidismo provoca un
aumento en la conductancia a los protones en el musculo, y se ha propuesto que este
efecto estaria mediado por UCP3 (de Lange et al.,, 2001; Lanni et al., 1999a). No
obstante, el aumento de la conductancia tiene lugar también en el higado, tejido donde no
se expresa ninguna UCP (Harper and Brand, 1994). Ademas, los ratones knock-out para

UCP3 muestran una respuesta normal a las hormonas tiroideas (Gong et al., 2000a).

Aunque la proteina manifieste una actividad desacopladora in vitro, ésta podria
mediar un proton leak que no fuera significativo fisiologicamente. De hecho, UCP1 logra
su efecto termogénico gracias a alcanzar un nivel de expresion en el TAM muy superior al
que presentan las demas UCPs en sus lugares de expresion. Ademas, el TAM es un
tejido especialmente disefiado para la produccion de calor, con una expresién relativa de
ATPsintasa muy baja, para favorecer la disipacion de energia (Krauss et al., 2005a). Otro
fuerte argumento en contra de un papel termogénico de las UCPs es el hecho de que su
expresion aumente durante el ayuno (Gong et al., 1997a; Millet et al., 1997b). Durante el
ayuno, el gasto energético disminuye (Leibel et al., 1995), por lo que resulta paraddjico
que en esta situacion, aumente la expresiéon de una proteina encaminada a disipar la
energia en un ciclo futil como un desacoplamiento. Asi, parece comunmente aceptado

que UCP3 no tiene in vivo, una funciéon primordialmente termogénica.

Aunque UCP3 no contribuya a la termogénesis adaptativa, podria contribuir a la
regulacion de la tasa metabdlica basal con su actividad desacoplante. La tasa
metabdlica basal es una importante componente del gasto energético global, asi que su
modulacion puede ser importante en la regulacién del peso corporal. El metabolismo del
musculo esquelético, es una importante componente del gasto energético y representa
mas del 20% de la tasa metabdlica basal. Ademas, el proton leak mitocondrial supone

una disipacién de energia que contribuye significativamente a la tasa metabdlica basal, y

59



INTRODUCCION

por ejemplo en el musculo esquelético el proton leak representa un 15% de la tasa
metabdlica (el 34% de la tasa de respiracion mitocondrial es independiente de la sintesis
de ATP) (Rolfe et al., 1999a). Por ello, se piensa que UCP3, que se expresa
preferencialmente en musculo esquelético, podria contribuir a la modulacién de la tasa de
consumo energético. De hecho, se han descrito polimorfismos del gen ucp3 ligados a la
tasa metabdlica basal en humanos (Bouchard et al., 1997) y existe cierta correlacion
entre los niveles de expresion de UCP3 y la tasa metabdlica basal (Harper et al., 2002b;
Schrauwen et al.,, 1999a; Walder et al., 1998). Igualmente, en los indios Pima se ha
descrito una correlaciéon inversa entre el indice de masa corporal (BMI o body mass
index) y la expresion de UCP3 (Schrauwen et al., 1999b), aunque existen datos que
muestran una ausencia de correlacién entre ambos parametros (Millet et al., 1997a). A
favor de una posible relacion de UCP3 con la regulacion del peso corporal, se describio
también, una reducciéon en los niveles de UCP3 y del desacoplamiento, en mujeres
obesas (Harper et al., 2002c). Por otro lado, los ratones transgénicos que sobreexpresan
UCP3 en musculo esquelético son resistentes a desarrollar obesidad en respuesta a la
dieta, incluso pese a mostrar una ingesta superior que los animales salvajes (Clapham et
al., 2000b). No obstante, se comprobd que los ratones knock-out para ucp3 no tenian
ninguna alteracién del metabolismo energético ni de la tasa metabdlica basal, y por tanto
no desarrollaban obesidad (Bezaire et al., 2005b; Cline et al., 2001; Gong et al., 2000d;
Vidal-Puig et al., 2000b). Como hemos visto previamente, se demostré que en los ratones
transgénicos, el desacoplamiento inducido al sobreexpresar UCP3 es artefactual
(Cadenas et al., 2002b), por lo que no se puede descartar que los efectos observados en
estos animales sean independientes de la actividad de UCP3, sobretodo teniendo en
cuenta que durante anos, los desacoplantes quimicos como el dinitrofenol, se utilizaron
como agentes “adelgazantes” por su capacidad para aumentar la demanda energética
(Harper et al., 2001).

111.4.2 UCP3: INDUCTOR DE LA OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Como hemos visto previamente, existe una fuerte correlacién entre los niveles de
expresion de UCP3 y la concentracion de acidos grasos libres. Ademas, la proteina se
expresa en tipos celulares que participan activamente en el metabolismo de los acidos
grasos, como son el musculo esquelético y el tejido adiposo marrédn. Estos datos sugieren
que UCP3 podria estar implicada en algun proceso relacionado con la oxidaciéon de
acidos grasos (Dulloo and Samec, 2000). En humanos, una mayor disponibilidad de
acidos grasos circulantes ejerce una inhibicidbn sobre la oxidacion de glucosa que

conduce a un shift o cambio en la utilizacion de substrato oxidativo, pasando de
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carbohidratos a lipidos. UCP3 podria facilitar la oxidacién de acidos grasos mediante su
actividad desacoplante (aumentando el flujo de la cadena respiratoria y acelerando el
metabolismo), facilitando la entrada de acidos grasos a la mitocondria y/o actuando sobre
algun punto de la B-oxidacién. De hecho, la expresién de UCP3 es elevada en
situaciones en las que la oxidacion de acidos grasos puede exceder la capacidad
oxidativa de la mitocondria como el ayuno (Cadenas et al., 1999a; Millet et al., 1997d), el
ejercicio agudo (Tsuboyama-Kasaoka et al., 1998b), una dieta rica en grasas (Hesselink
et al., 2003; Weigle et al., 1998a) y en fibras glicoliticas de contraccion rapida (Hoeks et
al., 2003a). Igualmente, la expresién de UCP3 disminuye cuando la capacidad oxidativa
mitocondrial es mayor, como tras un entrenamiento de resistencia (Boss et al., 1998b),
pérdida de peso (Vidal-Puig et al., 1999), y en fibras musculares de tipo | (con gran
capacidad de oxidar lipidos) (Samec et al., 1998a; Samec et al., 1998b). Existen también
estudios genéticos que sugieren una relacién de UCP3 con la oxidacién de acidos grasos
(Lanouette et al., 2001).

Varios datos experimentales sugieren que UCP3 facilita la oxidacién de acidos
grasos. En experimentos donde se inducia la sobreexpresion de UCP3 en una linea
muscular mediante un vector adenovirico, se observd que la proteina favorecia la
oxidacion de acidos grasos frente a la de glucosa (Garcia-Martinez et al., 2001b).
Recientemente, utilizando ratones transgénicos disefiados para sobreexpresar
moderadamente UCP3 (Bezaire et al., 2005a) se ha observado el mismo efecto, por lo
que parece corroborarse la hipotesis de que UCP3 facilita la oxidacion de acidos grasos
en el musculo esquelético. En el mismo sentido, ratones knock-out para ucp3 mostraron
un desajuste en el cambio de utilizacion de substrato oxidativo durante el ayuno,
evidenciando un problema en la regulacion de la oxidacién/almacenaje de lipidos (Hong
et al., 2001a; Muoio et al., 2000). Ademas, UCP3 puede favorecer la oxidacion de acidos
grasos fuera del musculo, como lo demuestran experimentos realizados en células de

insulinoma (Hong et al., 2001b).

111.4.3 UCP3 comMmo TRANSPORTADOR DE ACIDOS GRASOS AL EXTERIOR DE LA
MITOCONDRIA. CONTROL DE LA LIPOTOXICIDAD

Basandose en la hipdtesis de que la actividad de las UCPs fuera translocar acidos
grasos al exterior de la matriz (ver principio apartado lllI) se propuso la hipétesis de que la
funcién de la proteina fuera la de evitar el acumulo de acidos grasos no-esterificados en
el interior de la mitocondria, especialmente en situaciones en las que la disponibilidad de

acidos grasos excede la capacidad oxidativa de la célula. El acumulo de acidos grasos
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puede desencadenar procesos de lipotoxicidad (peroxidacién lipidica etc.) que pueden

resultar perjudiciales para la funcionalidad de la mitocondria..

En el citoplasma, la acil-CoA sintasa esterifica los acidos grasos no-esterificados
uniéndoles un grupo acil-CoA. El éster se convierte a acil-carnitina por la actividad CPT |
(carnitina palmitoil transferasa |), para poder atravesar la membrana mitocondrial interna,
donde es de nuevo transformado a acil-CoA a través de la accion de la CPT Il. Sin
embargo, los acidos grasos no-esterificados pueden difundir a través de la membrana
mitocondrial interna en forma neutra (protonados) por un mecanismo de flip-flop. Una vez
en la matriz, los acidos grasos no esterificados pierden el protén debido al elevado pH
intramitocondrial. Asi, son capaces de disipar el gradiente de H* creado durante la
respiracion. Unicamente los &cidos grasos esterificados pueden entrar en la B-oxidacion.
Asi, el acido graso no-esterificado, una vez en la matriz, no podra ser oxidado ya que no
existe Acil-CoA sintasa en el interior de la mitocondria. Estos acidos no-esterificados
tampoco pueden atravesar la membrana hacia el exterior (no pueden neutralizarse por la
diferencia de pH), por lo que se acumulan en la mitocondria (Schrauwen et al., 2001;
Schrauwen et al., 2003).

En otro modelo, la funcion de UCP3 se relaciona con aumento de la capacidad
oxidativa de acidos grasos. Una vez en la matriz, los acidos grasos esterificados
liberarian sus grupos acil-CoA gracias a la accion de una tioesterasa intramitocondrial,
quedando disponible para enzimas que participan en el Ciclo de Krebs y la -oxidacién, lo
que favoreceria la actividad de estas vias. El consecuente aciumulo de acidos grasos no
esterificados, haria necesaria la accion de un transportador como UCP3 (Himms-Hagen
and Harper, 2001).

No obstante, no existen datos experimentales a favor de que UCP3 realice una
funcidn de transporte de acidos grasos, y esta hipétesis esta basada principalmente en la
correlacion existente entre la expresion de UCP3 y aquéllas situaciones que se

caracterizan por una elevada oxidacion de acidos grasos (ver apartado 111.3.1).

111.4.4 CONTROL DE LA PRODUCCION DE ROS

El potencial de membrana mitocondrial, puede condicionar la tasa de produccién
de ROS a nivel de la cadena respiratoria (Bodrova et al., 1998b; Papa and Skulachev,
1997a). Elevados potenciales de membrana, contribuyen al enlentecimiento de la cadena

respiratoria (condiciones correspondientes a un estado 4), y con ello al enlentecimiento
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en la recircularizacion de quinonas reducidas, que favorecen la formacion de superéxido
(ver apartado 1.2). La formacion de ROS diminuye cuando la actividad de la cadena
respiratoria se acelera, por ejemplo ante un aumento de la demanda de ATP (estado 3)
(Votyakova and Reynolds, 2001). Por ello, Skulachev (Bodrova et al., 1998a; Kim-Han et
al.,, 2001; Papa and Skulachev, 1997b; Skulachev, 1998) propuso que las células
aerobicas habrian desarrollado un sistema contra la toxicidad que puede suponer un
acumulo de ROS, basado en un aumento de la conductancia a los H* a través de la
membrana mitocondrial interna, que provocaria un desacoplamiento suave (mild
uncoupling) entre respiracion y fosforilacion oxidativa. De hecho, los desacoplantes
quimicos aumentan la velocidad de la respiracién, disminuyendo la formacién de
superoxido (Boveris and CHANCE, 1973; Okuda et al., 1992b).

Asi, una de las funciones propuestas para las UCPs en general, y para UCP3 en
particular, es la de inducir un desacoplameinto suave entre respiracion y fosforilacién
oxidativa, impidiendo que el A¥Y mitocondrial se eleve por encima de un umbral critico
para la formacion de ROS. Se ha demostrado que UCP1 es capaz de disminuir la
produccion de ROS, ya sea en sistemas de expresion heterdlogos o en el propio TAM,
gracias a su actividad desacoplante (Negre-Salvayre et al., 1997b; Vidal-Puig et al.,
2000a).
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FIGURA 10: Esquema de los principales lugares de producciéon de ROS en la cadena respiratoria
y la posible localizacion de UCP3 El superoxido producido a nivel del complejo | y 1l de la
cadena respiratoria activaria a UCP3 que induciria a su vez un desacoplamiento con la
consiguiente reduccion en la produccion de ROS. Datos recientes sugieren que la ubiquinona
(coenzima Q) seria indispensable para la activacion de UCP3 que consecuentemente se
localizaria préxima al complejo Il (apartado I11.2).
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Négre-Salvayre et al. demostraron que la inhibicién de UCP2 por GDP estimulaba
la produccion de H,O, (Negre-Salvayre et al., 1997a) en mitocondrias aisladas. Los
trabajos con ratones deficientes para la expresion de UCP2, y también de UCP3, han
aportado nuevos datos al respeto de una relacién de estas proteinas con el estrés
oxidativo. Los ratones knock-out para ucp2 muestran una mayor produccion de ROS en
macrofagos, lo que confiere a las células de resistencia a infecciones parasitarias
(Arsenijevic et al., 2000b). UCP2 podria estar implicado por tanto, en la inmunidad
mediada por macrofagos, células donde se expresa de forma importante (Fleury et al.,
1997; Gimeno et al., 1997). El efecto de UCP2 sobre la produccién de ROS se ha podido
observar también en células endoteliales de origen murino, dénde oligonucledtidos
antisentido contra el mRNA de ucp2, provocan un aumento en la produccion de ROS
(Duval et al., 2002). Ademas, se han publicado varios estudios en los que se demuestra
una induccion de la expresion de UCP2 con el estrés oxidativo (Lee et al., 1999;
Pecqueur et al., 2001b). Asi, existen numerosos datos que relacionan la actividad de
UCP2 con la produccion de ROS, y esta relacién parece ser relevante en el desarrollo de
procesos patoldgicos como la ateroesclerosis (Blanc et al., 2003) o la diabetes (Krauss et
al., 2005d).

En cuanto a UCP3 también existen ciertos datos que apuntan a una relacion entre
la actividad de la proteina y el control de la produccién de ROS. Los knock-out para ucp3
muestran una actividad aconitasa inferior que los ratones control en sus musculos
esqueléticos (Vidal-Puig et al., 2000f). La actividad aconitasa se utiliza como marcador de
estrés oxidativo por tratarse de un enzima cuya actividad es extremadamente sensible al
anion superoxido. Estos ratones muestran ademas una serie de marcadores de dafio

oxidativo alterados (Brand et al., 2002) indicando una mayor produccién de ROS.

La hipodtesis de una intervencién de UCP3 en el metabolismo de los ROS gand
fuerza con la observacion de que la ubiquinona, en su forma reducida, era necesaria para
la activacion de las UCPs (Echtay et al., 2000d). De acuerdo a esta hipotesis, se
consider6 que UCP3 estaria localizada en algun lugar entre el complejo Il y la
ubiquinona, facilitando la oxidacién de ésta mediante la estimulacion del flujo electrénico
a través de la cadena respiratoria, y disminuyendo asi la probabilidad de una reduccion
parcial del oxigeno. No obstante, y como se ha mencionado previamente, existe cierta
controversia al respecto de la necesidad de la ubiquinona en la funcion de las UCPs

(Jaburek and Garlid, 2003a). Recientemente el grupo de Brand describié que el anidn
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superoxido era capaz de estimular el desacoplamiento mediado por UCPs (Echtay et al.,
2002b), lo que sugiere un mecanismo de feed-back o retroalimentacion negativa en el
que los propios ROS ejerzan de sensores de un exceso de formacién de especies
reactivas, activando una proteina que ha de limitar su produccion. De hecho, parece que
el superdxido no activaria a las UCPs directamente, sino a través de intermediarios como
el 4-hidroxi-nonenal, un producto derivado de la peroxidacién lipidica (Echtay et al.,
2003a). Se establece asi un nexo de union entre dos inductores de la actividad
bioquimica de las UCPs, como son los acidos grasos y el superoxido. Sin embargo, como
ya hemos mencionado, recientemente se ha cuestionado la capacidad del superéxido

para activar el desacoplamiento mediado por UCP2 (Couplan et al., 2002a).

111.4.5 UCP3 CoMO MODULADOR DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA

Como hemos visto anteriormente, la mitocondria juega un importante papel en la
regulacion de la muerte celular. Dada la localizacién y propiedades bioquimicas de UCP3,
existen varios motivos que sugieren una implicacién de esta proteina en el control de la
apoptosis. La apoptosis es un proceso complejo en el que participan multiples factores y
que esté influenciado por tanto, por muchos parametros, algunos de los cuales, podrian
tener relacién directa con la actividad de la proteina, como son el potencial de membrana
mitocondrial, los ROS, la relacion ATP/ADP. Como hemos visto, datos recientes sugieren
que UCP3 podria limitar la produccion de ROS mitocondriales gracias a su actividad
desacoplante (ver apartado 111.3.4). Los ROS pueden afectar al proceso de apoptosis a
diferentes niveles, y de hecho su relacién con dicho proceso es muy compleja, pero a
menudo, los datos que sugieren una relacion de alguna UCP con el control de la muerte
celular, pasan por la limitacién de la produccion de estas moléculas reactivas (de Bilbao
et al., 2004b; Mattiasson et al., 2003b; Teshima et al., 2003a; Vincent et al., 2004c).

UCP3 también podria tener un efecto sobre la regulacién de la muerte celular a través
de su actividad desacoplante, o mediante su interaccidn con otras proteinas

implicadas en la regulacion del proceso (ver Discusion Global).

Es importante considerar también, que la expresion de UCP3 incrementa en el
musculo esquelético ante senales de estrés metabélico como el TNFa (Busquets et al.,
1998a; Masaki et al., 1999a) o los glucocorticoides (Sun et al., 2003a) y en situaciones
como la caquexia cancerosa (Bing et al., 2000) o la sepsis (Sun et al., 2003c). Estas
sefales de estrés pueden conducir a la muerte celular en determinados tipos celulares
(Gupta, 2001; Penzo et al., 2002a). Los niveles de mRNA de UCP3 aumentan en
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cualquier situacién en que también lo hagan los de acidos grasos libres (ver apartado
111.1.1). Estos pueden suponer un estrés metabdlico y causar apoptosis cuando superan
la capacidad oxidativa celular, por mecanismos dependientes o independientes de estrés
oxidativo (ver apartado 1.3:LIPOAPOPTOSIS: PAPEL DE LOS ROS EN EL EFECTO DE LOS
AciDos GRASOS SOBRE LA APOPTOSIS). Ademas, son conocidos inductores de la actividad
desacoplante mediada por UCP3. Asi, se han propuesto diversas formas en que la
proteina podria estar actuando en contra de los posibles efectos perjudiciales
consecuentes a un acumulo de acidos grasos, como por ejemplo, facilitar la oxidacion de
los acidos grasos limitando la produccién de ROS consecuente o extraer acidos grasos

de la matriz mitocondrial evitando su acumulo (ver apartado 111.3.2 y 111.3.3).

UCP2 fue el primer miembro de la familia de las UCPs relacionado recientemente con
la regulaciéon de la apoptosis. El gen ucp2 se encontrd sobreexpresado en respuesta a la
radiaciéon UV, en una linea celular sensible a la apoptosis inducida por este tipo de
estimulos (Voehringer et al., 2000). Posteriormente se observé que la sobreexpresion de
la proteina en células HelLa inducia un tipo de muerte celular denominado oncosis,
caracterizado por la deplecién subita de ATP, asi como la pérdida de homeostasis i6nica
y el swelling mitocondrial consecuentes (Mills et al., 2002). Se ha descrito que UCP2
podria favorecer la muerte celular en otros sistemas como en células 3T3-L1, dénde el
proceso también esta asociado a un descenso abrupto de los niveles de ATP a causa del

desacoplamiento inducido por la proteina (Sun and Zemel, 2004).

No obstante, recientemente han aparecido varios datos que sugieren un papel
protector de UCP2 frente a la muerte celular inducida por diferentes tipos de estrés y en
diferentes tipos celulares (Mattiasson et al., 2003a; Teshima et al., 2003b). Un acumulo
de acidos grasos parece jugar un importante papel en el desarrollo de la diabetes. La
lipotoxicidad puede afectar a la viabilidad de las células p-pancreaticas, y se ha
observado que los islotes pancreaticos de ratones knock-out para UCP2 resisten los
efectos toxicos del palmitato (Joseph et al., 2004). Por otro lado, las observaciones
realizadas sobre el tejido o células neuronales estan también a favor de un papel
protector de la proteina frente a la muerte celular, y dicha proteccién parece relacionada
con su capacidad para limitar la produccion de ROS (Diano et al., 2003; Mattiasson et al.,
2003c). Los ratones knock-out para UCP2 muestra un resistencia al infarto cerebral ante
una isquemia. Sin embargo, la ausencia permanente de UCP2 desencadena mecanismos
adaptativos para la induccidn de mecanismos antioxidantes como la superoéxido

dismutasa-2, y se cree que esto es en realidad, lo que confiere a las células una
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resistencia fisioldgica a los estimulos perjudiciales mediados por ROS (de Bilbao et al.,
2004a).

Por el momento, son pocos los estudios sobre la relacion de UCP3 con el control de
la muerte celular. En un trabajo publicado recientemente, se observa una induccion de la
expresion de UCP3, entre los primeros eventos que conducen al dafio muscular, durante
el desarrollo de la esclerosis lateral amiotréfica (ALS) (Dupuis et al., 2003). En este caso,
tampoco esta claro si la induccién de UCP3 interviene en el origen de la patologia, o si
forma parte de los mecanismos que se desencadenan para contrarrestar los estimulos
que inician el proceso. Por otro lado, y al igual que sucedia con UCP2, en células
neuronales, parece tener un efecto mayoritariamente protector. Asi, en tejido neuronal, la
expresion de UCP3 protege contra la apoptosis inducida por un exceso de glucosa en
células de neuroblastoma (Leinninger et al., 2004a) y neuronas ganglionares (Vincent et
al., 2004b).

Dada la disparidad de resultados, es probable que al igual que lo que parece suceder
para UCP2, la funcion de UCP3 respecto a la regulacion de la apoptosis, sea

dependiente del tipo celular y del estimulo o estrés concreto.

A parte de las comentadas, han surgido otras hipotesis para explicar cual seria su
papel en la mitocondria, como la regulacién del metabolismo de la glucosa (Huppertz et
al., 2001) o la regulacién del estado redox celular (Ricquier and Bouillaud, 2000c). El
trabajo recogido en esta tesis doctoral se ha centrado en determinar la relacion de UCP3
con el control de la produccién de ROS y la respuesta celular a los estimulos pro-

apoptoticos.
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